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Résumé 
La réponse hypersensible (HR pour Hypersensitive Response) est une réaction de 
défense de la plante en réponse à une invasion par un agent pathogène. Elle est 
caractérisée par une mort cellulaire rapide et localisée au site d’inoculation et résulte de 
l’activation de programmes génétiques. Le mutant vad1 (pour Vascular-Associated Death) 
est un mutant d’Arabidopsis thaliana présentant spontanément des lésions de type HR qui 
se propagent spécifiquement le long des tissus vasculaires. Il présente une accumulation 
des transcrits de gènes marqueurs de défense et une augmentation de la résistance vis à vis 
de différents agents pathogènes. Des études génétiques réalisées sur le mutant vad1 
démontrent que les composantes des voies de signalisation précoce conduisant à la HR et à 
la résistance sont partiellement nécessaires aux phénotypes conférés par la mutation vad1, 
et les composantes de la voie de signalisation de l’acide salicylique sont nécessaires aux 
phénotypes conférés par la mutation vad1.  
L’implication des voies de l’éthylène et des jasmonates sur les phénotypes de vad1 a été 
étudiée par des croisements entre vad1 et les mutants ein2, ein3, ein4, eto2, ctr1, jar1 et une 
lignée surexprimant le facteur de transcription ERF1. Les résultats montrent que la voie de 
l’éthylène est impliquée dans la régulation positive et les jasmonates dans la régulation 
négative des phénotypes conférés par la mutation vad1. En accord avec ces données, des 
traitements réalisés avec l’éthylène accélèrent l’apparition des lésions chez le mutant vad1. 
En outre, des études d’expression révèlent que l’expression de VAD1 est régulée par 
l’éthylène. L’ensemble des résultats obtenus démontre que VAD1 exerce un rôle de 
régulateur négatif de la HR et des voies de signalisation conduisant à la HR et à la 
résistance. 
L’analyse de la fonction de la protéine VAD1, qui contient un domaine GRAM, domaine 
putatif d’interaction protéines-protéines ou protéines-lipides, un domaine transmembranaire 
et un domaine coil-coiled, révèle que la surexpression du gène correspondant induit un 
ralentissement de l’apparition des lésions HR et de l’accumulation de transcrits du gène 
marqueur de défense PR-1 après inoculation, en expression transitoire chez Nicotiana 
benthamiana et dans des lignées stables d’Arabidopsis. Ces données suggèrent que VAD1 
agit comme un régulateur négatif de la HR et de la résistance. De plus, des études de 
localisation subcellulaire montrent que VAD1 pourrait être localisée au niveau des stomates. 
Cependant, l’identité des compartiments cellulaires contenant VAD1 n’a pas pu être 
déterminée mais des analyses in silico semblent indiquer que VAD1 pourrait être localisée 
au niveau de différentes membranes comme celles des chloroplastes, du réticulum 
endoplasmique ou encore le noyau. 
Le mutant vad1 a également servi de point de départ pour la recherche d’autres 
composantes des programmes de mort cellulaire. Dans ce but, une mutagénèse EMS 
effectuée sur le mutant vad1 a permis d’identifier des mutations suppresseurs du phénotype 
vad1. Trente et un mutants ont été identifiés et regroupés en quatre grandes classes, et 
l’analyse de certains d’entre eux a été entreprise. 
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Summary 
The hypersensitive response (HR) is a form of programmed cell death that is commonly 
associated with disease resistance to pathogens, characterized by a rapid and localized cell 
death occurring at the inoculation site. The vad1 mutant (for Vascular Associated Death) is 
an Arabidopsis “Lesion Mimic” Mutant that exhibits HR-like propagative lesions along the 
vascular system. High expression of defense-related marker genes and increased resistance 
against different virulent and avirulent pathogens accompany lesion formation. Genetics 
studies involving crosses of vad1 with a number of Arabidopsis signalling mutants revealed 
that vad1-associated phenotypes are partially dependent on early components such as 
EDS1 and NDR1, and are dependent on salicylic acid signalling pathway. 
In the same vein, study of the ethylene and jasmonates-related signalling pathways using 
crosses between vad1 and ethylene mutants (ein2, ein3, ein4, eto2, ctr1 and 35S::ERF1) or 
jasmonate mutants (jar1) was performed. Results reveal that vad1-associated phenotypes 
were dependent on ethylene biosynthesis and signalling, while the jasmonate pathway exerts 
a negative regulation on vad1-associated phenotypes. In agreement with these results, an 
ethylene treatment of vad1 induces an acceleration of lesion formation. In addition, VAD1 
expression is positively regulated by ethylene. Taken together, these results demonstrate 
that VAD1 acts as a negative regulator of the HR cell death.  
A functional study of VAD1 was then performed. VAD1 overexpression induces a delay in 
lesion appearance and defense transcript accumulation in Nicotiana benthamiana and in 
Arabidopsis plants, confirming that VAD1 acts as a negative regulator of HR and resistance. 
Moreover, VAD1 cellular localisation was also studied and revealed a possible localisation in 
stomata. VAD1 subcellular localisation was predicted (by in silico analyses) in the 
chloroplasts, the endoplasmic reticulum or the nucleus, although not yet experimentally 
validated. 
Finally, vad1 mutant was also used as a starting point for the identification of new 
components of the cell death program(s) associated with VAD1. For that purpose, an EMS 
mutagenesis of vad1 has been performed and 31 suppressors of vad1-associated cell death 
phenotype were identified. Their genetic, molecular and phenotypical characterization has 
been initiated. 
 
 
Keywords : Hypersensitive Response, lesion mimic mutant, Programmed cell death, 
Negative regulator, Overexpressors, Localisation, Ethylene, Jasmonate, Suppressors, 
Arabidopsis thaliana, Plant pathogen interactions, Resistance. 
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Les plantes ont développé des moyens de défense en réponse à des agressions par des 
agents phytopathogènes. Ces mécanismes de défense complexes sont activés par la plante 
après reconnaissance de l’agent pathogène. Dans le cas où cette réponse est suffisante, la 
plante parvient à limiter l’invasion de l’agent pathogène, on parle alors de résistance, et 
l’agent pathogène est dit avirulent. Dans le cas contraire, l’agent pathogène se multiplie au 
sein de la plante et parvient à envahir une partie ou la totalité de la plante. On parle alors de 
maladie, et l’agent pathogène est dit virulent. 
Les moyens de défense des plantes peuvent être répartis en deux catégories : 
- les défenses constitutives, en place en permanence dans la plante. 
- les défenses induites, activées face à une agression par des agents pathogènes. 
 
Les défenses constitutives, premières barrières à l’infection. 
Dans le cadre de l’association compétitive entre plantes et microorganismes 
phytopathogènes, les plantes ont développé des mécanismes sophistiqués dans le but de 
percevoir et de transmettre cette perception pour activer des mécanismes de défense. 
Cependant, le désavantage de ce système de défense est que l’hôte n’est pas protégé tant 
que les mécanismes de défense ne sont pas activés, cette activation pouvant prendre de 
quelques heures à quelques jours. C’est pourquoi les plantes ont développé des défenses 
constitutives, ou passives, constituées de barrières physiques, telles les parois ou le 
cytosquelette de la cellule végétale, mais aussi de barrières chimiques, regroupant 
différentes classes de composés antimicrobiens. Un exemple de molécules permettant de 
lutter de façon permanente contre les agresseurs est la production de composés permettant 
d’inhiber le « quorum-sensing » de certaines bactéries. Ce « quorum-sensing » est défini 
comme étant un mécanisme permettant aux bactéries de communiquer (via par exemple les 
N-acyl homoserine lactones (AHLs)) et de coordonner leur comportement via des molécules 
de signalisation (Zhang, 2003). L’application d’extraits de Pois sur des cultures de 
Chromobacterium violaceum a permis de démontrer qu’il existe dans ces extraits des 
molécules capables d’inhiber l’effet des AHLs et donc de limiter la croissance de cette 
bactérie (Teplitski et al., 2000). De plus, l’expression d’un gène codant pour une AHL-
lactonase bactérienne (aiiA), enzyme capable de dégrader les AHLs, chez le Tabac et la 
Pomme de terre induit une augmentation de la résistance à Erwinia carotovora (Dong et al., 
2001). L’accumulation de composés secondaires présentant des activités anti-microbiennes 
comme les saponines, ont une activité anti-fongique (Osbourn, 2003). Notamment, une 
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espèce d’Avoine ne produisant pas l’avenacine A-1 se révèle être plus sensible à des 
champignons que les espèces produisant cette molécule. 
 
Ainsi, certaines plantes produisent en permanence des molécules permettant de se 
protéger contre certains agents pathogènes. De ce fait, au moment du contact entre la plante 
et l’agent pathogène, la virulence de l’agresseur est réduite ce qui laisse le temps à la plante 
d’activer les mécanismes de défenses inductibles. 
 
Les défenses inductibles ou comment la plante réagit à une infection. 
Depuis longtemps, il est connu que les mécanismes de défense, notamment chez les 
plantes, nécessitent un coût énergétique très important à cause des composés nécessaires 
à leur biosynthèse (Purrington, 2000), et peuvent aussi être toxiques pour la plante elle-
même. Les ROS (pour Reactive Oxygen Species) sont par exemple des molécules 
impliquées dans la défense face à des agressions par des agents phytopathogènes et sont 
très toxiques pour la plante (Apel et Hirt, 2004). Une façon permettant aux plantes de limiter 
ces effets délétères est d’initier ces mécanismes de défense uniquement après les premiers 
événements liés à la pénétration d’un agent pathogène. Dans ce cas, les mécanismes mis 
en œuvre sont définis comme défenses inductibles. Ces mécanismes peuvent prendre part 
et être communs à différentes formes de résistance. Ils ont en commun trois grandes 
étapes :  
- la reconnaissance mutuelle des deux partenaires de l’interaction. Des composés 
produits spécifiquement par l’un ou l’autre des deux acteurs va permettre une 
reconnaissance mutuelle, ce qui implique la présence de récepteurs permettant l’initiation de 
l’activation des mécanismes de résistance.  
- la transduction du signal au sein de la cellule végétale, faisant intervenir des réseaux 
complexes de signalisation interconnectés, aboutissant à l’intégration des différents signaux 
dans la cellule végétale. 
- la mise en place des réponses de défense se traduisant par l’activation de nouveaux 
programmes génétiques. Cette activation a pour conséquence un remodelage complet de 
l’expression des gènes au sein de la cellule (Katagiri, 2004). Ces modifications sont 
dépendantes de l’interaction observée. En effet, des différences qualitatives et quantitatives 
peuvent être observées selon le type d’agent pathogène considéré, et le type d’interaction 
étudié (Tao et al., 2003). 
Immunité innée :  
Dans la nature, les plantes sont immunisées contre la plupart des agents pathogènes 
potentiels (Nurnberger et al., 2004). Dans ce cas, lorsque la plante est résistante à toutes les 
souches d’un agent pathogène donné, on parle de résistance non-hôte. De plus, elles ont 
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également la possibilité de réduire la sévérité des symptômes lorsque l’interaction avec un 
agent pathogène conduit au développement de la maladie, on parle alors de résistance 
basale.  
Ces deux types de résistance sont souvent associés car ils ont en commun comme étape 
initiale la reconnaissance de l’agent pathogène via des composés nécessaires à la vie de 
l’agent pathogène et très conservés d’une espèce à l’autre, que l’on nomme « PAMPs » 
(pour Pathogen-Associated Molecular Patterns). La reconnaissance de ces « PAMPs » fait 
intervenir des récepteurs spécifiques nommés PRR pour (pour Pattern Recognition 
Receptors) au niveau de la surface cellulaire, et engendre la génération de  signaux qui 
induisent un mécanisme nommé PTI (pour Pathogen-Triggered Immunity) (Jones et Dangl, 
2006). 
Parmi les « PAMPs », les lipopolysaccharides (LPS) font partie des constituants majeurs 
des bactéries GRAM négatives. Ces molécules peuvent être reconnues par la plante et 
engendrer l’activation des voies de signalisation permettant la mise en place de défenses 
(Zeidler et al., 2004). Des « PAMPs » sont présents chez les champignons, comme la chitine 
ou encore les ergosterols (Zipfel et Felix, 2005). La flagelline, composante majeure de 
l’organe permettant le déplacement des bactéries mobiles (flagelle), est l’exemple de 
«PAMPs» le plus documenté. La reconnaissance de cette protéine est répandue à travers 
toutes les espèces végétales, mais également chez les animaux. Chez les plantes, l’épitope 
(flg22) est reconnu au niveau de la surface cellulaire par un récepteur nommé FLS2, 
protéine de la famille des récepteurs kinases à domaine LRR (RLKs) (Torii, 2004). Le mutant 
d’Arabidopsis fls2 présente une augmentation de la sensibilité après une inoculation avec la 
bactérie virulente Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (PstDC3000), indiquant un rôle 
important de la reconnaissance de cet épitope pour la mise en place de la résistance basale 
lors d’une interaction compatible (Zipfel et al., 2004). Ces « PAMPs » représentent donc des 
éliciteurs généraux reconnus par les plantes 
Ces « PAMPs » entraînent l’activation de voies de signalisation et dans le cas de flg22, il 
s’agit d’une cascade de MAP kinases impliquant MEKK1, MKK4/5 et MPK3/6 (Asai et al., 
2002). Il faut noter que cette cascade de signalisation n’est pas exclusive pour la 
reconnaissance de flg22 et peut être également activée par la reconnaissance d’autres « 
PAMPs », tel l’éliciteur bactérien HrpZ ou encore l’éliciteur fongique NPP1 (Tampakaki et 
Panopoulos, 2000  ; Fellbrich et al., 2002). Ces cascades de MAPK ont pour finalité 
l’activation de facteurs de transcription, en particulier certains facteurs de transcription de 
type WRKY sont exprimés en réponse à flg22 et jouent un rôle de régulateurs de la défense 
basale (Zipfel et al., 2004  ; Journot-Catalino et al., 2006). 
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Les plantes ont donc développé des mécanismes de défense généraux suite à des 
agressions par des agents phytopathogènes. Afin de pouvoir coloniser les plantes et 
d’assurer la pérennité de leur espèce, les agents phytopathogènes ont développé des 
mécanismes permettant de court-circuiter cette défense, et donc d’envahir la plante. De 
même, la plante a développé en réponse à ces « armes » de virulence des mécanismes de 
résistance spécifique, notamment la Réponse Hypersensible (HR).  
 
Mes travaux de thèse portent sur la caractérisation d’une composante des programmes 
de mort cellulaire putativement associés à la HR et à la résistance. Ainsi, le premier 
chapitre qui suit, fait le point sur les données bibliographiques actuellement disponibles dans 
ce domaine. 
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I. La mort cellulaire chez les eucaryotes 
I.1. Les différents types de mort cellulaire programmée chez 
les animaux 
La mort cellulaire programmée (PCD, pour Programmed Cell Death) est indispensable au 
développement de la plupart des organismes multicellulaires (Ameisen, 2002). Cette notion 
est apparue dans les années 60 pour définir des événements de mort cellulaire se mettant 
en place de façon prévisible en temps et en lieu au cours du développement. Chez les 
animaux, où les études sont les plus avancées, plusieurs types de mort cellulaire existent. A 
côté de la nécrose, qui est caractérisée comme une forme « violente » de mort cellulaire 
initiée par des stimuli environnementaux ou des dégâts subis par les cellules (ayant pour 
conséquence la disruption rapide de l’homéostasie cellulaire), il existe plusieurs grandes 
catégories de PCD. Sur la base des différents processus morphologiques et des acteurs mis 
en jeu, Clarke et collaborateurs définirent en 1990 trois grands types de PCD (Clarke et al., 
1990). 
La première catégorie de PCD de loin la plus étudiée est l’apoptose (PCD de type I) 
(Figure 1A), caractérisée par :  
- la condensation de la chromatine, 
- la fragmentation de l’ADN et du noyau, 
- un bourgeonnement de la membrane plasmique, 
- la dégradation finale des corps apoptotiques par les cellules voisines (phagocytose). 
Ainsi, la cellule ayant activé ce processus sera dégradée entièrement par les cellules 
voisines, permettant ainsi le recyclage des composés cellulaires et disparaîtra sans laisser 
de trace de son existence. Les lysosomes ne semblent pas jouer de rôle dans ce cas, les 
cellules étant ingérées et dégradées par les cellules voisines. 
Une autre catégorie de PCD représentant le système de dégradation et de recyclage 
majeur chez les eucaryotes est l’autophagie (PCD de type II). Ce phénomène contribue au 
recyclage des composés cellulaires en dirigeant des portions du cytoplasme vers les 
vacuoles lysosomales où elles seront digérées (Klionsky et Emr, 2000). Deux types 
d’autophagie peuvent être distingués selon la taille des portions de cytoplasme séquestrées : 
la micro-autophagie et la macro-autophagie (Figure 1C et 1D). Cette dernière est 
caractérisée par la formation de compartiments nommés autophagosomes, permettant la 
séquestration de larges organelles. Au delà de ces deux types d’autophagies, un troisième 
type peut être distingué : il s’agit d’une autophagie par perméabilisation ou par rupture du 
lysosome ou du tonoplaste. En effet, celle-ci implique une perméabilisation des membranes 
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Figure 1 : Schéma simplifié des différentes formes de mort cellulaire (modifié d’après van Doorn, 
2005)
A : Apoptose
B : PCD non lysosomale
C : micro-autophagie
D : macro-autophagie
Mitochondrie
Noyau
Lysosome
Reticulum endoplasmique
Noyau
Golgi
A
B
C
D
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permettant un relarguage de composés de grande taille telles des hydrolases qui vont 
permettre de dégrader un grand nombre de composés dans la cellule.  
Enfin, un troisième type de mécanisme peu souvent observé chez les animaux existe 
également : il s’agit d’une PCD non-lysosomale (PCD de type III) (Figure 1B). Celle-ci ne 
fait intervenir ni les lysosomes ni les cellules voisines. Les cellules se tuent elles-mêmes en 
déstabilisant les membranes, en inhibant des voies biosynthétiques ou encore par d’autres 
processus inconnus (Baehrecke, 2003). 
L’apoptose étant la forme de mort cellulaire la plus étudiée, je présenterai dans la suite de 
ce chapitre certains acteurs connus pour réguler ce processus. 
I.2. Quelques acteurs de l’apoptose chez les animaux 
1.2.1. Les caspases 
Chez les animaux, l’apoptose est souvent associée à la présence d’événements 
morphologiques comme la condensation du cytoplasme et du noyau, l’effet TUNEL (pour 
TdT-mediated dUTP-biotin Nick End Labelling), le « DNA laddering » (coupure de l’ADN en 
petits fragments caractérisée par un profil de migration visible sur gel) ou encore la formation 
de corps apoptotiques. Les mécanismes principaux de ce processus font intervenir des 
cascades protéolytiques recrutant des protéases à cystéines nommées caspases (pour 
Cystein-dependent ASPartate-specific proteASES) (Kaufmann et Hengartner, 2001). Ces 
enzymes sont présentes dans les cellules sous la forme de pro-caspases inactives. Les 
caspases peuvent être classées en deux grandes catégories. La première regroupe, entre 
autres, les caspases -2, -8, -9 et -10 qui sont considérées comme des caspases 
« initiatrices ». La seconde est composée, entre autres, des caspases -3, -6 et -7 qui sont 
considérées comme des caspases « effectrices » (Earnshaw et al., 1999  ; Strasser et al., 
2000). Deux grandes voies d’activation de ces protéases sont connues. 
La première voie fait intervenir des récepteurs spécifiques nommés récepteurs de mort 
(DR, pour Death Receptors) qui vont pouvoir, après activation, recruter des complexes 
protéiques multimériques qui activeront les caspases par clivage des procaspases (Figure 
2). Cette voie d’activation est nommée « voie extrinsèque ». Cette famille inclut plusieurs 
types de récepteurs dont Fas/CD95, TNF-α receptor 1 (pour Tumor Necrosis Factor α), DR4 
et DR5 capables de lier un ligand de type TNF-α (Ashkenazi et Dixit, 1999). Ces récepteurs 
ont tous en commun un motif cytoplasmique nommé domaine de mort (ou Death Domain) 
capable de lier des ligands cytoplasmiques (Weber et Vincenz, 2001). Par exemple, Fas est 
capable de lier sur un domaine extracellulaire un ligand spécifique, ce qui aura pour 
conséquence la liaison au niveau du domaine de mort d’une autre protéine, FADD (pour 
Fas-Associated protein with Death Domain) (Hengartner, 2000  ; Newton et al., 2000). La 
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Figure 2 : Schéma simplifié des grandes voies permettant l’activation des caspases et de l’apoptose
(Modifié d’après Hengartner, 2000)
La voie des récepteurs de mort permet l’activation de la caspase 8 après formation de complexes 
membranaires entre les récepteurs, de protéines adaptatrices, de la procaspase 8, et résulte en l’activation
de la caspase 3.
La voie mitochondriale permet la libération de composés mitochondriaux dont le cytochrome c qui 
formera en association avec APAF1 et la procaspase 9 un complexe nommé apoptosome capable 
d’activer la caspase 3.
Ces deux voies sont connectées via la protéine Bid et permettent l’activation de la caspase 3.
Voie des récepteurs de mort
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Bid
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formation de ce complexe nommé DISC (pour Death-Inducing Signaling Complex) permet le 
recrutement de plusieurs procaspases-8 qui s’activeront de façon autocatalytique (Salvesen, 
1999 ; Salvesen et Dixit, 1999 ) (Figure 2). L’activation de cette caspase-8 va permettre 
l’activation d’une cascade protéolytique induisant l’activation de la caspase-3, mais 
également d’une autre protéine nommée Bid, représentant un point de convergence entre la 
voie des récepteurs de mort et la « voie mitochondriale », seconde voie permettant 
l’activation des caspases, décrite dans le paragraphe suivant (Salvesen et Dixit, 1999). 
Des stress cellulaires, impliquant des molécules cytotoxiques ou encore des dommages 
subis par l’ADN, peuvent activer les caspases par une voie nommée « voie intrinsèque » 
(Rich et al., 2000) (Figure 2). L’activation de cette voie peut se faire par le clivage de la 
protéine Bid, en relation avec la voie extrinsèque, et peut également être activée par des 
stress tels les ROS ou encore le pH intracellulaire. L’activation de cette voie induit le 
relarguage de plusieurs polypeptides dont l’exemple le plus documenté est le cytochrome c. 
Cette molécule issue de la chaîne de transport d’électrons de la mitochondrie va se lier une 
fois libérée à une protéine nommée APAF-1 (pour Apoptotic Protease Activating Factor-1). 
Cette liaison  induira une modification de la conformation de la protéine, permettant ainsi son 
oligomérisation (Franklin et Robertson, 2007). Cette réaction a pour conséquence la liaison à 
la procaspase-9 via un domaine de recrutement des caspases (domaine CARD, pour 
CAspase Recruitment Domain) résultant en la formation d’un complexe nommé apoptosome 
(Li et al., 1997) (Figure 2). L’interaction entre APAF-1 et la procaspase-9 permet l’activation 
de la caspase-9 qui elle-même activera la caspase-3 (Rodriguez et Lazebnik, 1999). 
Les caspases peuvent également être activées par une voie impliquant le réticulum 
endoplasmique. Celles-ci vont activer d’autres caspases qui pourront cliver de nombreuses 
protéines et conduire au démantèlement de la cellule (Woltering et al., 2002). La caspase-9 
peut aussi être activée via une voie indépendante de la formation de l’apoptosome et faisant 
intervenir les lysosomes. Cependant, cette voie ne permet pas l‘activation des caspases 
effectrices (Gyrd-Hansen et al., 2006). 
1.2.2. Les membres de la famille Bcl-2 
Parmi les régulateurs importants de l’activation des caspases, il existe une famille de 
protéines cytoplasmiques nommées BLP (pour BCL2-Like Protein) (Hengartner, 2000). Ces 
protéines régulent la libération dans le cytoplasme de composés mitochondriaux, dont le 
cytochrome c, et sont donc des régulateurs de l’activation des caspases via la voie 
mitochondriale (Green et Kroemer, 1998). Ces composantes (au moins 20 membres 
identifiés chez les animaux) ont des rôles pro- ou anti-apoptotiques, et sont regroupés en 
trois classes selon leur fonction et leur structure. La classe 1 regroupe des membres anti-
apoptotiques contenant quatre domaines courts de type BH (pour Bcl-2 Homology) (Gross et 
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BH4 BH3 BH1 BH2 TM
Groupe I
Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w
BH3 BH1 BH2 TM
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Bax, Bak
BH3
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Figure 3 : Régulateurs apoptotiques : les membres de la famille Bcl2.
Les différents membres sont classés selon leur structure et selon le nombre et la nature des 
domaines BH (pour Bcl2 Homology) qu’ils contiennent. Les membres du groupe I seraient des 
modulateurs des signaux de mort, avec des activités anti-apoptotiques, ceux appartenant à la 
classe 2 seraient des exécutants, et ceux de la classe 3 des senseurs, ces deux dernières 
classes ayant des activités pro-apoptotiques. 
D’après Hengartner, 2000.
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al., 1999) et qui, pour la plupart, possèdent un domaine C-terminal transmembranaire 
capable de s’attacher aux membranes de différents organites, par exemple les 
mitochondries. Ces membres exerceraient leur action en liant des facteurs pro-apoptotiques 
et donc en inhibant leur action. Cette famille est constituée entre autres de Bcl-2, Bcl-XL ou 
encore Bcl-w (Figure 3). La classe 2 est constituée de membres pro-apoptotiques tels Bax 
ou Bak qui possèdent une structure similaire à celle de la classe 1 avec cependant un 
domaine BH en moins (BH4) (Figure 3). Ceux-ci, en réponse à un stimulus, seraient 
mobilisés du cytoplasme vers la membrane de la mitochondrie où ils s’associeraient en 
homo- ou hétérodimères induisant ainsi la libération du cytochrome c (Nomura et al., 1999  ; 
Suzuki et al., 2000  ; Antonsson et al., 2001). La régulation de leur activité fait intervenir des 
membres de la classe 1, notamment Bcl-2, qui empêchent leur oligomérisation et donc leur 
action au niveau de la mitochondrie (Perez et White, 2000). La classe 3 regroupe des 
membres pro-apoptotiques tels Bid, Bad, Bik ou encore Bim (Huang et Strasser, 2000). Ces 
protéines contiennent un seul domaine BH (BH3) (Figure 3) leur permettant de lier les 
membres des classes 1 et 2 en réponse à différents stimuli. Ils sont considérés comme des 
points d’intégration des signaux pro- ou anti-apoptotiques. Ainsi, la classe 1 regrouperait des 
modulateurs des signaux de mort, la classe 2 des exécutants et la classe 3 des senseurs, et 
l’ensemble de ces protéine de la famille Bcl2 permettraient de réguler finement la réponse 
des cellules aux signaux de mort (Kaufmann et Hengartner, 2001).  
Ces BLP ne sont pas les seuls à jouer un rôle sur les mitochondries : il faut noter que des 
flux de calcium et l’augmentation de la concentration en ROS vont aussi jouer un rôle 
important. Notamment, la perméabilisation de la membrane des mitochondries va induire la 
génération de ROS, qui elle-même va perturber l’intégrité de ces membranes, ce qui se 
traduit par une boucle d’auto-amplification. Il existe d’autres régulateurs de l’apoptose, 
comme les inhibiteurs de l’apoptose (IAP), connus pour être des suppresseurs de l’apoptose 
induisant une inactivation des caspases (Deveraux et Reed, 1999).  
 
L’ensemble des données obtenues chez les animaux démontre que les composantes 
impliquées dans le contrôle de la PCD sont en partie continuellement présentes dans la 
cellule, mais dans un état de veille constante, notamment les caspases. Ces mécanismes 
nécessitent donc d’être très finement contrôlés, ce contrôle impliquant notamment les 
membres de la famille Bcl2. 
I.3. Types de mort cellulaire chez les plantes et rôles 
Chez les plantes, les programmes de mort cellulaire sont activés tout au long de la vie de 
la plante ; la PCD représente notamment l’étape ultime de la différentiation cellulaire, mais 
représente également une réponse à des stress, biotiques ou abiotiques. 
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Figure 4 : Exemples d’événements morphologiques se produisant au cours de la PCD végétale 
en comparaison avec l’apoptose animale
A : PCD observée au cours de la HR. Au cours de ce processus, la condensation de la chromatine ainsi 
que le clivage de l’ADN sont observés et sont suivis de la disruption de la vacuole puis du collapse de la 
cellule caractérisé par la séparation de la membrane plasmique de la paroi. B : PCD observée lors de la 
formation du phloème. Les premiers événements observés sont le gonflement de la vacuole puis le
collapse de celle-ci accompagné du réarrangement de la paroi et du dépôt d’une paroi secondaire. La 
rupture de la vacuole est également accompagnée de la fragmentation de l’ADN et de la dégradation 
des autres organelles et aboutit à l’autolyse finale des compartiments cellulaires. C : Apoptose animale. 
Les premiers événements observés sont la condensation et le clivage de la chromatine puis par un
collapse de la membrane plasmique suivi par la formation de corps apoptotiques qui seront ingérés par 
les macrophages. Modifié d’après Lam et al., 2004.
Corps apoptotiques Macrophages
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En comparaison avec les systèmes animaux, certaines caractéristiques peuvent être 
retrouvées telles la fragmentation en grands morceaux de l’ADN, qui peut être visualisée par 
effet TUNEL (Lombardi et al., 2007), ou encore le « DNA laddering » (Earnshaw, 1995  ; 
Mittler et Lam, 1995). 
A l’heure actuelle, il semble exister chez les plantes au moins trois types de processus de 
PCD différents (Fukuda, 2000). Un de ces processus ressemble à l’apoptose animale 
(Figure 4C), avec le noyau représentant la première cible et les cellules présentant des 
caractéristiques de type condensation de la chromatine, fragmentation du noyau et « DNA 
laddering » (Greenberg, 1996  ; Jones et Dangl, 1996). Dans ce cas, la mort cellulaire est 
rapide et la dégradation des organelles est incomplète. Au contraire, le deuxième type de 
PCD observée chez les plantes, notamment lors de la sénescence, est un processus 
beaucoup plus lent permettant le recyclage des composés cellulaires (Lim et al., 2007). Dans 
ce cas, les chloroplastes sont les premiers éléments dégradés, permettant ainsi le recyclage 
des pigments et enzymes de cet organelle, suivi plus tardivement de la dégradation de la 
vacuole et du noyau (Thomas et al., 2003). Enfin, un troisième type de PCD peut être 
observé, notamment lors de la formation des éléments vasculaires (Figure 4B), et implique 
un relarguage par la vacuole de nucléases et de protéases, une acidification du cytoplasme 
et la dégradation rapide du noyau et des chloroplastes (Obara et al., 2001  ; Ito et Fukuda, 
2002). Cependant, même si le collapse de la vacuole est une caractéristique principale de ce 
troisième type de PCD, il semble qu’il soit également impliqué dans les autres formes de 
PCD et qu’il joue un rôle très important dans la dégradation des éléments cellulaires 
(Fukuda, 2000  ; Jones, 2001). 
Même si chez les plantes, les différentes morts cellulaires peuvent être regroupées en 
trois grandes catégories, il semble que chaque événement impliquant un processus de mort 
cellulaire ait des caractéristiques propres, le devenir des cellules étant différent pour chaque 
cas étudié. Un exemple est le devenir de la paroi. En effet, les PCD activées au cours du 
développement peuvent se traduire par une disparition complète de la paroi de la cellule, 
comme par exemple lors de la formation d’aérenchymes (Evans, 2003) ou encore lors de la 
dégradation de l’endosperme (Young et Gallie, 2000). Cependant, dans d’autres cas comme 
lors de la formation des tissus vasculaires (Liljeroth et Bryngelsson, 2001) ou lors de la 
dégradation du suspenseur (Lombardi et al., 2007), la paroi n’est affectée que dans une 
moindre mesure.  
L’ensemble des données disponibles sur les mécanismes de PCD mis en œuvre au cours 
du développement semble indiquer que des mécanismes similaires à ceux de l’apoptose 
animale peuvent exister chez les plantes. Cependant, les plantes utiliseraient plutôt des 
mécanismes similaires à ceux mis en place lors de l’autophagie chez les animaux, que l’on 
peut nommer méga-autophagie même si quelques exceptions peuvent exister, comme dans 
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Figure 5 : Exemples de PCD observées chez les plantes au cours du développement et au cours
de différents stress. Modifié d’après Pennell et Lamb, 1997.
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le cas de la Réponse Hypersensible où il semble que la PCD soit plutôt de type non-
lysosomale (Figure 4A). 
 
A titre d’exemple, quelques événements développementaux nécessitant l’activation des 
mécanismes de PCD (Figure 5) sont listés ci-dessous :  
-Dégradation de cellules spécifiques : chez les angiospermes, plusieurs cellules 
meurent pendant la formation du micro-gametophyte et du mega-gametophyte. Egalement, 
le développement ainsi que la germination de l’embryon nécessitent la mort des cellules du 
suspenseur et des parties de la graine, notamment du scutellum et de l’endosperme qui 
fourniront des composés nécessaires à la croissance de l’embryon (Young et Gallie, 2000). 
-Maturation des fleurs mâles et femelles : détermination du sexe. La plupart des 
angiospermes sont hermaphrodites. Cependant, à peu près 10% des plantes à fleurs 
développent des fleurs unisexuées, comme par exemple le Maïs sur lequel les fleurs mâles 
et femelles se développent sur des organes séparés. La PCD se produit tôt au cours du 
développement sexuel et permet de sélectionner les primordia qui donneront l’un ou l’autre 
organe sexuel. Elle se met également en place plus tard lors de la reproduction, dans le 
pollen et le pistil. L’absence, ou la perturbation, de ces processus peut aboutir à la stérilité de 
la plante (Wu et Cheun, 2000). 
-Déhiscence : cet événement se produit notamment au niveau des anthères. Les 
événements de PCD débutent au niveau du tapetum pour ensuite se propager à l’ensemble 
des tissus sporophytiques, se traduisant par la déhiscence des anthères qui permet la 
libération du pollen (Varnier et al., 2005). 
-Forme des feuilles : l’acquisition pour une grande majorité des plantes vasculaires, de 
formes particulières et complexes des feuilles peut nécessiter la croissance localisée de 
cellules, mais également la suppression d’autres cellules. Ces événements peuvent 
également être observés chez les espèces monocotylédones où des « patchs » de cellules 
vont disparaître tôt au cours du développement de la feuille (Gunawardena et al., 2004). 
-Formation du xylème : Lors de la formation de vaisseaux conducteurs, les cellules qui 
formeront les éléments des trachées vont se spécialiser, s’élargir, créer une paroi 
secondaire, activer des mécanismes de PCD et enfin éliminer la paroi primaire. Ce 
processus est coordonné afin que ces éléments soient joints ensemble pour former un 
réseau continu de cellules formant les vaisseaux (Figure 6) (Turner et al., 2007). 
-Sénescence : ce phénomène « âge-dépendant » représente l’étape ultime du 
développement de la feuille. Ce processus est programmé par la plante car il permet de 
recycler les composés des feuilles pour les acheminer, entre autres, vers les graines en 
formation. Ainsi, la sénescence est un mécanisme actif impliquant des caractéristiques de 
PCD, et requiert des changements dans la structure de la cellule, dans le métabolisme et 
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Figure 6 : Formation des éléments vasculaires.
Le xylème peut être formé à partir de cellules du mésophylle qui se dédifférencient et également à partir de 
cellules procambiales. Ces dernières vont pouvoir également former le phloème et différents types de 
cellules associées avec les éléments vasculaires du xylème. Modifié d’après Turner et al., 2007.
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dans l’expression des gènes (Lim et al., 2007). Ainsi sont exprimés précocement au cours de 
la sénescence le facteur de transcription WRKY53 chez Arabidopsis (Hinderhofer et 
Zentgraf, 2001) et les gènes de type SAG (pour Senescence Associated Gene), dont le gène 
SAG12 (Weaver et al., 1998). Certains gènes sont réprimés au cours de ce processus, 
notamment des gènes impliqués dans la photosynthèse, comme par exemple des gènes de 
type CAB (pour Chlorophyll A/B-binding protein) (Buchanan-Wollaston, 1994). Des analyses 
transcriptomiques ont en outre démontré que plus de 800 gènes étaient induits au cours de 
la sénescence, illustrant ainsi les altérations physiologiques mises en œuvre lors de la 
transition entre les étapes de développement et de sénescence (Buchanan-Wollaston et al., 
2005  ; van der Graaff et al., 2006). 
-Stress abiotiques et biotiques : les mécanismes de PCD sont donc nécessaires au 
développement des plantes et se mettent en place tout au long de la vie de la plante. 
Cependant, de tels mécanismes sont mis en œuvre en réponse à des stress, biotiques ou 
abiotiques (Figure 5). Notamment, en réponse à une hypoxie, certaines plantes forment au 
niveau des racines des aérenchymes qui permettront l’acheminement des gaz vers les 
cellules de la racine évitant ainsi leur asphyxie. Dans ce type de PCD, les cellules sont 
complètement dégradées, ce qui permettra la connexion d’espaces intercellulaires facilitant 
ainsi la pénétration des gaz (Gunawardena et al., 2001). En réponse à des stress biotiques, 
comme par exemple en réponse à une infection par des champignons (Mayer et al., 2001), 
des bactéries (Alfano et Collmer, 2004  ; Delannoy et al., 2005), des virus (Culver et 
Dawson, 1989  ; Shin et al., 2003) ou encore des nématodes (Williamson et Kumar, 2006  ; 
Chen et al., 2007), les plantes activent des mécanismes permettant de limiter le 
développement de l’agent pathogène en détruisant les cellules situées au niveau du site 
d’infection, en produisant des composés antimicrobiens et en activant la résistance 
systémique dans toute la plante. Dans ce cas, nommé Réponse Hypersensible (HR) 
(Figure 7), la plante crée une sorte de barrière de cellules mortes s’opposant au 
développement de l’agent pathogène au sein de la plante et le cloisonnant au niveau du site 
de pénétration. La PCD, caractérisée par des micro-HR, est également observée à la suite 
de la mise en place de la HR lors d’une nouvelle agression au cours d’un phénomène 
nommé SAR (pour Systemic Acquired Resistance). 
 
Les mécanismes de mise en place de la PCD existent également chez les plantes et sont 
impliqués dans de nombreux processus développementaux, permettant à la plante de 
contrôler le maintien de son intégrité. La PCD se met également en place en réponse à des 
stress biotiques et abiotiques et permet à la plante de s’adapter aux différentes contraintes 
environnementales. 
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Figure 7 : Exemples de HR chez les plantes.
A : Feuilles de Tabac inoculée avec de l’eau (gauche) ou avec le virus de la mosaïque du Tabac (TMV) 
(droite). Dans ce cas, la plante est capable de restreindre la croissance du virus au niveau de la zone HR 
(Lam et al., 2001). B : Feuille d’Arabidopsis infiltrée avec une suspension bactérienne de la souche 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 portant le gène d’avirulence avrRpm1. La croissance de la 
bactérie est restreinte au niveau de la zone HR.
A B
HR
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II. La HR, une forme de mort cellulaire associée à la 
résistance chez les plantes 
La HR est caractérisée par une mort rapide et localisée des cellules au niveau du site 
d’infection (Figure 7). Elle se met en place lorsque la plante a reconnu son agresseur et, en 
éliminant les cellules en contact de l’agent pathogène, permet à la plante de se protéger 
contre l’agresseur en créant une barrière physique, tout en limitant l’accès aux ressources 
nutritionnelles nécessaires au développement de l’agent pathogène. Cependant, même si la 
HR est efficace contre un grand nombre d’agresseurs, elle peut dans certains cas être 
néfaste pour la plante. En effet, lors d’une agression par un agent pathogène nécrotrophe 
(se développant dans des cellules mortes), la mort des cellules facilite son développement 
(Govrin et Levine, 2000). 
La HR représente également une réaction permettant la génération de signaux qui seront 
transmis à l’ensemble de la plante, permettant ainsi à la plante d’être plus efficace pour se 
défendre face à une nouvelle agression en potentialisant ses moyens de défense ou en 
activant des mécanismes de défense préventifs. 
II.1. La Reconnaissance : étape clef dans la mise en place de 
la HR 
Le concept de reconnaissance spécifique de l’agent pathogène par la plante a été 
proposé dans les années 1950 par Flor (Flor, 1955). Celui-ci proposait que dans le cas de la 
rouille du Lin, la mise en place de la résistance soit dépendante de la présence chez la 
plante d’un gène, appelé gène de résistance ou gène R, et de la présence chez le 
champignon d’un gène d’avirulence ou gène avr (Figure 8A). Ce modèle génétique est dit 
« modèle gène pour gène ». Depuis, de nombreuses études ont été menées et ont permis 
de proposer des modèles génétiques et biochimiques expliquant les mécanismes mis en 
œuvre lors de cette reconnaissance. Dans le cas où une telle reconnaissance n’est pas mise 
en œuvre, la HR n’est pas activée et la plante développe la maladie (Figure 8B). Le terme 
gène avr n’est pas approprié pour tous les cas, en effet, certains composés non protéiques 
comme les polysaccharides ou encore les xanthanes sont également capables de 
déclencher la résistance spécifique chez les plantes. On parle alors de facteurs d’avirulence 
ou de produits avr. 
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Maladie
Croissance et développement
de l'agent pathogène
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B. Interaction compatible
A. Interaction incompatible
Figure 8 : Mécanisme de reconnaissance plante-agent pathogène : modèles.
A. Interaction incompatible. En présence de la protéine R, la mise en place de la résistance aurait lieu 
soit par une reconnaissance directe R/Avr, soit par une interaction indirecte. Dans ce cas, la protéine R
reconnaîtrait l’interaction du facteur bactérien et de sa cible végétale.
B. Interaction compatible. La protéine avr pourrait se lier à une protéine cible en absence de la 
protéine de résistance R chez la plante hôte, et induirait la virulence de l'agent pathogène et la 
sensibilité de la plante.
Modifié d'après Hammond-Kosack et Parker, 2003.
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II.1.1. Effecteurs microbiens et systèmes de reconnaissance 
Différentes hypothèses ont été émises dans le passé pour expliquer les mécanismes 
moléculaires sous-tendant les événements de reconnaissance, et notamment plusieurs 
modèles ont été proposés (Figure 8A). 
II.1.1.1. Deux principaux modèles de reconnaissance R/Avr 
Le premier modèle proposé (Figure 8A) est un modèle de type récepteur-ligand qui 
correspond à une interaction directe entre les protéines R et Avr. Peu de couples de ce type 
ont été identifiés. C’est le cas notamment lors de l’interaction entre Ralstonia solanacearum 
et Arabidopis. La bactérie possède un gène avr, PopP2, un effecteur de type III qui est 
reconnu directement par une protéine R présente chez Arabidopsis, RRS1-R (Deslandes et 
al., 2003). De même, l’interaction entre le Lin et le champignon responsable de la rouille du 
Lin (Melampsora lini) implique une reconnaissance directe entre des protéines R et Avr. En 
effet, les protéines AvrL567-A, -B, -F et –J du champignon interagissent directement avec les 
récepteurs L5 et L6 pour déclencher la HR (Dodds et al., 2006). 
Le deuxième modèle proposé est dit « modèle de garde » (Figure 8A). Dans cette 
situation, la reconnaissance implique la présence de protéines R dites de « garde », et une 
protéine cible reconnue par la protéine Avr. L’interaction protéine Avr-protéine cible induit 
des modifications de la protéine cible, qui sont perçues par la protéine R (de garde) et les 
mécanismes de la HR sont déclenchés (Dangl et Jones, 2001). C’est notamment le cas pour 
les récepteurs RPS2 et RPM1 d’Arabidopsis impliqués dans les complexes reconnaissant 
respectivement les protéines d’avirulence AvrRpt2 et AvrB, présentes chez la bactérie 
Pseudomonas syringae (Leister et Katagiri, 2000). La plupart des protéines Avr sont en fait 
des facteurs de virulence qui sont requis pour développer la maladie lorsque la plante ne 
possède pas les récepteurs nécessaires à la reconnaissance spécifique de l’agent 
pathogène (Kjemtrup et al., 2000). Cette fonction de reconnaissance développée par les 
plantes aurait évolué afin de reconnaître la fonction des facteurs de virulence des agents 
pathogènes. De ce fait, les protéines R n’auraient pas évolué pour reconnaître 
spécifiquement des protéines Avr, mais plutôt pour détecter l’action de facteurs de virulence 
qui modifient ou perturbent des cibles de la cellule végétale. Ces protéines auraient donc un 
rôle de surveillance de l’homéostasie cellulaire (Dangl et Jones, 2001). Le tableau 1 
regroupe un certain nombre de protéines R et effecteurs Avr qu’elles reconnaissent, quand 
ceux-ci sont connus. 
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Tableau 1 : Exemples de protéines R connues chez les plantes et des effecteurs Avr
reconnus lorsqu’ils ont été identifiés.
Modifié d’après Martin et al., 2003. 
Protéine R Plante Agent pathogène Effecteur reconnu
Pto
Mi
Cf-2
Cf-4
Cf-5
Cf-9
Tomate
Pseudomonas 
syringae
Meloidogyne
incognita
Cladosprium
fulvum
AvrPto
AvrPtoB
Avr2
Avr4
Avr9
Mla
Mlo
Rpg1
Orge
Blumeria graminis
Blumeria graminis
Puccinia graminis
Hero
R1
Rx1
Rx2
Pomme de terre
Globodera pallida
Globodera pallida
Phytophtora
ifestans
Virus X de la 
pomme de terre
“Coat protein”
“Coat protein”
Pib
Pi-ta
Xa1
Xa21
Riz
Magnaporthe
grisea
Xanthomonas 
oryzae
AVR-Pita
HRT
RPM1
RPS2
RPS4
RPS5
RPP1
RPP4
RPP5
RPP8
RPW8
RRS1-R
Arabidopsis
Turnip crinkle virus
Pseudomonas 
syringae
Peronospora
parasitica
Erisyphe
chicoracearum
Ralstonia
solanearum
“Coat protein”
AvrRpm1, AvrB
AvrRpt2
AvrRps4
AvrPphB
PopP2
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II.1.1.2. Les effecteurs microbiens : rôles dans la mise en place 
de la PCD 
Les agents pathogènes produisent des effecteurs dans le but de supprimer les réponses 
de défense chez les plantes ce qui leur permet de coloniser la plante. Ces protéines sont 
responsables de la modification de protéines chez la plante ayant pour conséquence 
l’augmentation de leur virulence. Cependant, chez des plantes résistantes, ces effecteurs 
sont reconnus par des protéines R et les plantes déclenchent les mécanismes de HR (Ellis 
et al., 2000  ; Chisholm et al., 2006). 
Les bactéries capables de passer outre les défenses passives se multiplient dans 
l’apoplaste et utilisent un système de transport de protéines leur permettant de transpercer la 
paroi cellulaire et d’injecter dans les cellules les protéines effectrices qui auront des cibles de 
virulence potentielles ou seront reconnues par des protéines R : ce système est appelé 
système de sécrétion de type III (TTSS) et est conservé chez les bactéries pathogènes de 
plantes mais également chez les bactéries pathogènes des animaux ; il est composé d’au 
moins 20 protéines (Buttner et Bonas, 2006). Par exemple, chez Pseudomonas syringae, 
des analyses génomiques ont permis de démontrer que plus de 40 effecteurs représentaient 
des candidats qui pouvaient être injectés dans les cellules des plantes hôtes (Alfano et 
Collmer, 2004). Chez les plantes, quelques uns de ces effecteurs sont connus pour agir 
comme des protéines d’avirulence, reconnues par des protéines R ce qui rend l’agent 
pathogène avirulent chez certaines plantes. Ces effecteurs peuvent avoir des fonctions 
variées comme des activités protéases, phosphatases ou des activités de type « E3 ubiquitin 
ligase » (Abramovitch et al., 2006  ; Angot et al., 2006). Dans certains cas, ces facteurs sont 
impliqués dans la suppression de la PCD. Notamment, le gène d’avirulence AvrPtoB 
supprime la PCD dans des plantes de Tomate sensibles. AvrPtoB présente des homologies 
avec des « E3 ubiquitin ligase » et pourrait, une fois injecté dans la plante, cibler des 
protéines impliquées dans l’activation de la PCD qui seraient dégradées et donc inhiber la 
PCD (Abramovitch et al., 2003). Un rôle similaire peut être envisagé pour un effecteur de 
Ralstonia solanacearum, GALA7, qui pourrait interagir dans un complexe de type « SCF E3 
ubiquitin ligase » et contrôler la dégradation de cibles végétales chez Arabidopsis et chez la 
Tomate via un domaine F-box, nécessaire pour la virulence sur ces plantes (Angot et al., 
2006). Un autre effecteur, AvrRpt2, est également capable d’interférer avec la mise en place 
de la HR induite par AvrRpm1 chez Arabidopsis (Ritter et Dangl, 1996). 
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Figure 9 : Représentation schématique et localisation subcellulaire des 5 classes
majeures de protéines de résistance connues.
Les protéines R à domaines NBS-LRR sont présumées être cytoplasmiques, les protéines de la 
famille Cf sont ancrées dans la membrane plasmique et possèdent un domaine LRR 
extracellulaire, les protéines Pto et Fen possèdent un domaine kinase intracellulaire et sont
associées à la membrane plasmique via leur domaine N-terminal, les protéines Xa21 et FLS2 
possèdent un domaine LRR extracellulaire et un domaine kinase intracellulaire, et la protéine
RPW8 possède un domaine coil-coiled intracellulaire.
D’après Dangl et Jones, 2001.
Membrane
plasmique
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II.1.2. Les protéines R et le rôle de leurs domaines dans la 
régulation de la PCD 
Chez Arabidopsis, à peu près 150 gènes de résistance ont été identifiés. La plupart des 
gènes R codent des protéines NBS-LRR (pour Nucleotide Binding Sites and Leucine-Rich 
Repeat) possédant des domaines N-terminal ou C-terminal variables. Ces protéines sont 
similaires à des membres de la famille NOD-LRR (pour Nucleotide-binding Oligomerization 
Domain) présents chez les mammifères et impliqués dans les réactions inflammatoires et 
dans les réponses immunitaires (Inohara et al., 2005). Cependant, les domaines C- et N-
terminal ne sont jamais présents chez les NOD-LRR (Figure 9).  
Les domaines LRR sont localisés au niveau C-terminal des protéines. Il sont supposés 
être impliqués dans la signalisation spécifique de la reconnaissance des effecteurs des 
agents pathogènes, à la manière des domaines LRR des animaux qui sont impliqués dans 
des interactions protéine-protéine (Kobe et Deisenhofer, 1994). Cependant, peu de données 
ont été obtenues à l’heure actuelle chez les plantes. Des études récentes réalisées sur le 
gène de résistance Cf9 chez la Tomate montre que le domaine LRR est impliqué dans la 
dimérisation de ces récepteurs et également dans la signalisation en aval de l’événement de 
reconnaissance (Barker et al., 2006). Ces domaines LRR sont également impliqués dans la 
reconnaissance spécifique d’effecteurs des agents pathogènes. En effet, les différences 
structurales observées entre les différents loci L, codant les gènes de résistance du Lin à 
l’agent de la rouille du Lin, sont observées aux niveau de ces domaines LRR, suggèrant 
ainsi un rôle dans la spécificité de la reconnaissance. De plus, le remplacement du domaine 
LRR des protéines L6 et L10 par celui de la protéine L2 induit une spécificité de 
reconnaissance de type L2 (Ellis et al., 1999). Cependant, il est probable que d’autres 
domaines de ces protéines jouent également un rôle dans cette reconnaissance car des 
protéines avec des spécificités différentes possèdent des domaines LRR identiques (Luck et 
al., 2000). De plus, dans le cas de RRS1-R et PopP2, l’interaction entre les deux protéines 
n’est pas observée avec le domaine LRR seul (Deslandes et al., 2003). D’autres exemples 
démontrent le rôle des domaines LRR dans la reconnaissance du ligand. C’est le cas pour 
Pi-ta, gène de résistance du Riz à Magnaporthe grisea, dont le domaine LRR est capable 
d’interagir seul avec Avr-Pita (Jia et al., 2000).  
Ces fonctions de reconnaissance du ligand ne semblent pas être les seules associées 
avec ces domaines LRR. Des études ont démontré un rôle dans l’établissement de la 
signalisation liée à la reconnaissance, ces domaines pouvant avoir un rôle positif ou négatif 
sur cette signalisation. Dans le cas de RPS2, le domaine LRR semble avoir un effet 
inhibiteur sur l’activation des réponses de défense (Tao et al., 2000). De même, des 
mutations dans le domaine LRR de Rx, gène de résistance au virus X de la pomme de terre, 
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conduisent à l’apparition de lésions de type HR en absence de tout agent pathogène, 
indiquant un rôle négatif sur les voies de régulation de la HR (Bendahmane et al., 1999). 
Dans le cas de Mi1.2, gène de résistance de la Tomate au nématode Meloidogyne javanica, 
la substitution de 6 acides aminés au niveau du domaine LRR abolit la résistance conférée 
par Mi1.2, indiquant un rôle positif sur les voies de régulation de cette résistance (Hwang et 
al., 2000).  
Des mutations dans le domaine NBS de ces protéines entraînent également des 
modifications de la fonction des récepteurs NBS-LRR (DeYoung et Innes, 2006). Ces 
domaines contiennent des motifs caractéristiques de la famille d’ATPases STAND (pour 
Signal Transduction ATPases with Numerous Domains). Ces protéines sont reconnues 
comme étant impliquées dans les voies de signalisation liées à la maladie. Chez les plantes, 
la liaison à l’ATP a été observée pour des gènes de résistance de la Tomate, I2 et Mi 
(Tameling et al., 2002). Cette liaison et l’hydrolyse de l’ATP vont induire des modifications de 
conformation activant les voies de signalisation en aval. Certaines mutations affectant les 
sites de liaison à l’ATP se traduisent par une forme constitutivement active de ces récepteurs 
(Bendahmane et al., 1999). 
En plus des deux domaines décrits, ces récepteurs présentent une partie N-terminale 
importante. Chez les plantes, 2 types de récepteurs existent : ceux contenant une partie de 
type TIR (Toll Interleukine Receptor), et ceux possédant une partie CC (Coil-Coiled). Ces 
domaines peuvent jouer un rôle dans les interactions protéine-protéine, que ce soit avec les 
protéines qui sont « gardées » ou avec des composantes des voies de signalisation aval 
(Belkhadir et al., 2004).  
Les protéines de type CC/TIR-NBS-LRR ne sont pas les seuls types de récepteurs 
existant chez les plantes (Figure 9). Il existe d’autres types de récepteur nommés protéines 
extracellulaires à domaine LRR qui seraient impliquées dans la perception de signaux 
extracellulaires, celles-ci pouvant posséder un domaine cytoplasmique court (protéines Cf) 
(Dixon et al., 1998  ; van der Hoorn et al., 2005), un domaine intracellulaire kinase (Xa21) 
(Wang et al., 1998) ou encore d’autres domaines. Il existe également des récepteurs 
possédant une structure complètement différente des autres récepteurs (RPW8, Pto) (Tang 
et al., 1996  ; Xiao et al., 2001b). 
Ainsi, les protéines R peuvent être séparées en cinq grandes classes selon leur 
structure (Figure 9) : (i) les récepteurs de type Cf2 et Cf9 qui sont des « Receptor-Like 
Proteins » (RLPs), (ii) les récepteurs de type Xa21 qui sont des « Receptor-Like Kinases » 
(RLKs), (iii) les protéines de type CC/TIR-NBS-LRR, (iv) les protéines de type Pto possédant 
un domaine kinase intracellulaire et (v) les protéines de type RPW8 possédant un domaine 
CC intracellulaire. Une recherche systématique dans le génome d’Arabidopsis a permis 
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Figure 10 : Exemples d’activation des systèmes de défense par la modification d’une 
protéine, RIN4.
A : RPM1 est une protéine de résistance chez Arabidopsis qui peut être activée par les facteurs 
d’avirulence AvrRpm1 et AvrB de la bactérie Pseudomonas syringae. Ces facteurs d’avirulence
sont injectés dans la cellule par le système de sécrétion de type III (seringue rouge) où ils vont 
induire la phosphorylation de RIN4 (+P) ce qui permettra l’activation de RPM1 et déclenchera les 
mécanismes conduisant à la HR. En absence de RPM1, ces facteurs vont jouer le rôle de facteur 
de virulence en agissant vraisemblablement sur RIN4 et d’autres cibles.
B : RPS2 est également une protéine de résistance chez Arabidopsis qui peut être activée par la 
protéase AvrRpt2 de Pseudomonas syringae injectée dans la cellule par le système de sécrétion 
de type III. AvrRpt2 va cliver RIN4 ce qui induit l’activation de RPS2 conduisant à l ’activation de la 
HR. En absence RPS2, AvrRpt2 clive RIN4 et d’autres substrats et joue le rôle de facteur de 
virulence.
D’après Jones et Dangl, 2006.
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d’identifier 233 LRR-RLK, 56 RLPs et 125 NBS-LRR (Meyers et al., 2003  ; Shiu et Bleecker, 
2003  ; Fritz-Laylin et al., 2005). 
II.1.3. Complexes R/Avr et régulation de la mise en place de la PCD 
A partir de la formation de complexes R/avr, comment est réalisée l’activation des 
mécanismes de défense de la plante ? L’un des modèles les mieux compris à l’heure 
actuelle implique RIN4, une protéine de 211 acides aminés associée aux membranes. C’est 
une protéine cible de la plante, gardée par 2 protéines NBS-LRR chez Arabidopsis, et 
modifiée par 3 effecteurs de type III. Les effecteurs de type III de Pseudomonas syringae 
AvrRpm1 et AvrB interagissent avec RIN4 et induisent sa phosphorylation, cette modification 
induisant l’activation (ou la levée d’inhibition) de la protéine NBS-LRR RPM1 (Figure 10A). Il 
s’agit ici d’un système permettant le contrôle fin de l’activation des voies de résistance et 
évite une activation erronée des protéines de résistance (Mackey et al., 2002). Un troisième 
effecteur, AvrRpt2, une protéase à cystéine activée spécifiquement à l’intérieur de la cellule 
végétale, clive RIN4 en deux sites, activant ainsi la protéine NBS-LRR RPS2 (Chisholm et 
al., 2005  ; Kim et al., 2005) (Figure 10 B). Par ailleurs, RIN4 interagit avec NDR1 afin 
d’exercer son rôle (Day et al., 2006). Ces interactions représentent un exemple de la 
manière dont les plantes évoluent afin de se protéger contre des agents pathogènes, et 
comment les agents pathogènes évoluent afin de coloniser une plante résistante. En effet, le 
clivage de RIN4 par AvrRpt2 aboutit au blocage de RPM1, AvrRpt2 dans ce cas joue le rôle 
de facteur de virulence. En réponse, les plantes ont développé un autre système capable de 
détecter le clivage de RIN4 par AvrRpt2, impliquant la protéine RPS2 et aboutissant à la 
mise en place de la résistance. Dans ce cas, AvrRpt2 joue le rôle de facteur d’avirulence. 
D’autres exemples peuvent être cités. Le mutant snc1 (pour Suppressor of Npr1-1, 
Constitutive 1) présente une activation constitutive des gènes PR (Li et al., 2001). Cette 
mutation affecte un gène R de type TIR-NBS-LRR du cluster RPP4, une mutation ponctuelle 
étant détectée dans la partie située entre les domaines NBS et LRR. Cette mutation rend la 
protéine constitutivement active en ne permettant plus à BON1 (pour BONZAI 1, protéine de 
type copine se liant aux phospholipides) d’exercer son rôle de régulateur négatif sur SNC1. 
Lors d’une interaction avec un agent pathogène, cette inhibition de SNC1 par BON1 serait 
levée et aboutirait à la mise en place des mécanismes de défense (Yang et Hua, 2004) 
(Figure 11). Cette hypothèse est appuyée par le fait que le mutant bon1 développe de façon 
spontanée des lésions de type HR. Dans ce cas, l’absence d’inhibition par BON1 aboutirait à 
la mise en place de la mort cellulaire via l’activation constitutive de SNC1 (Jambunathan et 
al., 2001). De plus, 2 homologues de BON1 ont été identifiés chez Arabidopsis. L’analyse du 
triple mutant bon1/bon2/bon3 révèle que ce triple mutant est létal, et que cette létalité est 
abolie par les mutations eds1 et pad4, mutations affectant des composantes des voies de 
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Figure 11 : Modèle de l’activation des réponses de défense et de la PCD par BON1.
BON1 est régulateur négatif de la protéine de résistance SNC1. Une fois activée, SNC1 induit 
la production de SA via l’activation de EDS1 et PAD4 ce qui aboutit à l’activation des réponses 
de défense et à la mise en place de la HR. Le phénotype du mutant bon1 s’explique par 
l’absence du contrôle de SNC1 par BON1, la voie est alors constitutivement activée.
Modifié d’après Yang et Hua, 2004.
Réponses de 
défense, PCDBON1 SNC1
EDS1
PAD4
SA
bon1
 26
signalisation précoces situées en aval de la reconnaissance par les protéines R. Ces 
résultats indiquent que les protéines BON semblent être des régulateurs inhibant l’action des 
protéines R (Yang et Hua, 2004). Ainsi, lorsque celles-ci sont ciblées par des facteurs de 
virulence, des modifications affecteraient les protéines BON et en conséquence les protéines 
R ne seraient plus inhibées et les voies de signalisation seraient activées (Yang et al., 2006). 
Récemment, 2 partenaires de BON1 ont été identifiés chez Arabidopsis : BAP1 et BAP2 
(pour BON1-Assosciated Protein). L’étude de ces 2 partenaires a permis de démontrer que 
la surexpression de BAP1 (de même que BON1) inhibent la mort cellulaire induite par 
différentes protéines de résistance, et donc que ceux-ci exercent également un rôle de 
régulateur négatif sur les protéines R (Yang et al., 2007). Ces résultats indiquent donc 
l’implication de complexes de protéines contrôlant la mise en place de la résistance 
spécifique. En outre, l’idée de complexes protéiques figés et constitutifs en attente 
d’activation peut aujourd’hui être considérée comme obsolète, ceux-ci seraient plutôt des 
ensembles dynamiques de protéines interagissant et se réarrangeant au cours des 
processus de reconnaissance et d’activation de la résistance, permettant à la plante de gérer 
l’activation de ce processus coûteux en énergie, et conduisant également à une régulation 
fine de l’intégration des différents signaux perçus lors d’une agression par un agent 
pathogène. 
 
Ce système de reconnaissance permet donc à la plante de reconnaître spécifiquement 
son agresseur et, dans la majorité des cas, d’activer via des interactions complexes et 
dynamiques impliquant plusieurs protéines, les mécanismes de défense qui lui permettront 
de résister. Ces défenses sont mises en place par des voies de signalisation dont la 
description sera abordée dans la suite du manuscrit. 
II.2. Signalisation précoce associée à la mise en place de la HR 
Les premières étapes de signalisation permettent de faire le lien entre la reconnaissance 
de l’agent pathogène et la mise en place chez la plante des défenses induites et notamment 
de la PCD. De manière similaire à ce qui est observé chez les animaux, les plantes utilisent 
pour leur signalisation des messagers secondaires, tels les flux ioniques, la génération de 
ROS, et des cascades d’activation de MAPK ainsi que d’autres protéines (Nürnberger et 
Scheel, 2001). 
II.2.1. Les flux ioniques : première réponse des plantes ? 
L’une des premières réponses observées lors d’une infection par un agent pathogène est 
le changement de la perméabilité membranaire et le changement de la composition ionique 
du cytosol (Atkinson et al., 1990). Ces changements ont pour conséquence un renforcement 
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Figure 12 : Modèle du rôle des canaux CNGC au cours de la signalisation chez les plantes.
Dans ce modèle, les CNGC sont contrôlés par des nucléotides cycliques (cAMP, cGMP) qui sont 
synthétisés après un stimulus, le NO pouvant représenter le signal induisant leur synthèse. Ainsi, la 
liaison de ces nucléotides induit un influx de Ca2+ qui va activer des protéines kinases dépendantes 
du Ca2+. Celles-ci phosphoryleront des cibles en aval ce qui se traduira par la transmission du 
message. Des calmodulines représentent également une cible du Ca2+ et lorsqu’elles sont activées 
permettent un rétrocontrôle de l’ouverture des canaux. Il apparaît que les CNGC peuvent aussi être 
perméables à d’autres ions comme le K+ ou le Na+.
Modifié d’après Talke et al., 2003.
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des barrières physiques par une acidification du cytoplasme et l’induction des mécanismes 
de défense (Dangl et Jones, 2001). 
II.2.1.1. Le Ca2+, un ion essentiel pour la mise en place de la HR 
Plusieurs études ont démontré un rôle rapide et indispensable du Ca2+ dans les cellules 
de plantes confrontées à une infection par un agent pathogène. Les premières évidences 
quand au rôle du Ca2+ lors de l’établissement de la HR ont été obtenues chez le Pois, en 
réponse au champignon Uromyces vignae. Les plantes résistantes présentent une 
augmentation cytosolique en Ca2+, ce qui n’est pas observé dans le cas des plantes 
sensibles (Xu et Heath, 1998). Lors de l’interaction impliquant la protéine de résistance 
RPM1 et l’effecteur bactérien AvrRpm1, des changements de concentration intracellulaire en 
Ca2+ ont été observés. Les mêmes observations ont pu être observées avec le facteur 
d’avirulence AvrB, interagissant avec RPM1, avec cependant des différences concernant la 
cinétique des changements de concentration en Ca2+ (Grant et al., 2000). D’autres 
évidences ont été obtenues en utilisant des composés chimiques permettant de bloquer les 
canaux calciques. Chez le Soja et le Tabac, la HR est bloquée lors de l’application de telles 
molécules (Atkinson et al., 1996  ; Levine et al., 1996). 
Cette augmentation cytosolique nécessite la présence de canaux ioniques permettant le 
passage de cet ion à travers les membranes, celles-ci étant imperméables au Ca2+. Peu de 
canaux ont été identifiés à l’heure actuelle. Un des canaux pouvant être impliqués dans ces 
modifications est codé par le gène AtCNGC2 (pour Cyclic Nucleotid Gated Channel). En 
effet, ce canal est perméable au Ca2+ (Leng et al., 1999) (Figure 12). Le mutant dnd1 (pour 
Defense, No Death), affecté dans le gène AtCNGC2, a été identifié lors d’un criblage visant à 
identifier des mutants affectés dans la mise en place de la HR en réponse à Pseudomonas 
syringae (Yu et al., 1998). Ceci indique un lien entre les flux de Ca2+ et le contrôle de la HR, 
le mutant développant de plus spontanément des lésions de type HR. Un autre canal de type 
CNGC, AtCNGC4 (ou HLM1 pour HR-like Lesion Mimic 1) a été identifié au cours d’un 
criblage de mutants présentant spontanément des lésions de type HR et pourrait lui aussi 
être impliqué dans la signalisation calcique (Balagué et al., 2003). L’expression transitoire 
chez le Tabac d’une protéine chimérique AtCNGC11/12 induit l’apparition spontanée de 
lésions de type HR. En utilisant un bloqueur spécifique des canaux calciques, l’apparition 
des lésions est inhibée, indiquant ainsi une spécificité de cette protéine chimérique au Ca2+ 
et un contrôle par le Ca2+ de la PCD liée à la HR (Urquhart et al., 2007). Les CNGC 
apparaissent donc, au moins pour certains d’entre eux, comme des canaux permettant un 
contrôle des flux ioniques pouvant être impliqués dans la régulation de la HR (Figure 12). 
L’apoplasme est le compartiment le plus important pour le stockage du Ca2+ mobilisé lors 
de la HR, des canaux calciques ayant été identifiés au niveau des membranes plasmiques 
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Figure 13 : Rôles des ROS durant la mise en place de la HR (B) en comparaison avec des 
conditions normales (A).
L’épaisseur des flèches indique l’intensité des réactions, les flèches en pointillés indiquent les 
réponses induites par la signalisation des ROS, les flèches rouges indiquent les événements 
importants pour la mise en place de la HR. Dans des conditions développementales normales, les 
ROS sont produits mais leur production est insuffisante pour provoquer la mort cellulaire. Dans le cas 
de la HR, leur production augmente, les cellules ne peuvent plus éviter les dommages causés par les 
ROS et la mort cellulaire est mise en place. 
D’après Moller et al., 2007.
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entre autres chez la Tomate et le Tabac (Gelli et al., 1997  ; Kadota et al., 2004). Cependant, 
la vacuole ainsi que le réticulum endoplasmique semblent servir de lieu de stockage (White 
et Broadley, 2003) et des flux au niveau du noyau semblent également jouer un rôle 
primordial dans les cellules de Tabac (Lecourieux et al., 2005).  
II.2.1.2. Les ions K+, Cl-, H+ et Na+ 
D’autres mouvements d’ions sont impliqués dans le contrôle de la HR, comme des influx 
de H+ et des efflux de K+ et Cl- (Scheel, 1998) (Figure 12). Des études menées sur des 
cultures cellulaires de Tabac ont permis de démontrer qu’un traitement à la cryptogéine de 
Phytophthora cryptogea, éliciteur provoquant l’apparition de la HR, induit des efflux de Cl- 
(Pugin et al., 1997) et des efflux de Na+ (Wendehenne et al., 2002). De plus, AtCNGC2 est 
perméable au Ca2+, mais également à d’autres cations comme le K+ (Leng et al., 1999) 
(Figure 12). Des études préliminaires ont permis de démontrer que le canal AtCNGC4 était 
perméable au K+ et au Na+, indiquant une fois de plus l’implication des ions dans les 
processus de signalisation conduisant à la HR (Balagué et al., 2003)  
 
Les modifications de concentration ionique observées au cours d’une interaction 
incompatible, comme celle du Ca2+, sont en outre associées avec la production de ROS, via 
l’activation des protéines responsables de leur génération, celle-ci étant dépendante de la 
modification de la concentration en Ca2+ (Gordeeva et al., 2003). Ces observations 
permettent de lier directement ces modifications de concentration au « burst » oxydatif 
produit lors de la HR. 
II.2.2. Les ROS comme molécules essentielles au contrôle de la HR 
Les ROS ou ROI (pour Reactive Oxygen Intermediate) sont des composés dérivés de 
l’oxygène et sont produits tout au long de la vie de la plante (Figure 13A). Certains 
constituent des sous-produits toxiques provenant du métabolisme de la plante mais peuvent 
également être produits, à la manière des cellules animales, en réponse à des stress 
biotiques et abiotiques. Ces ROS sont impliqués dans le contrôle de la prolifération cellulaire 
et de la mort cellulaire, pour le développement et pour la réponse à des agresseurs. Dans le 
cas de la réponse à des agents pathogènes, les ROS jouent le rôle de composés 
antimicrobiens, participent au renforcement de la paroi en induisant des pontages oxydatifs 
de protéines et sont également considérés comme des molécules de signalisation (Gechev 
et Hille, 2005) (Figure 13B). La spécificité du message transmis par les ROS implique de 
nombreux facteurs comme l’identité chimique des ROS produits, l’intensité du signal, le site 
de production des ROS ou encore le stade de développement des plantes. Les formes de 
ROS les plus abondantes sont les ions superoxydes O2.- et le peroxyde d’hydrogène H2O2. 
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Les plantes ont développé des moyens de se protéger contre ces molécules (au moins 152 
gènes sont impliqués dans la production et la détoxification des ROS chez Arabidopsis) 
(Mittler et al., 2004), afin d’ajuster les niveaux de ROS nécessaires à certains moments de la 
vie de la plante.  
II.2.2.1. Implication des ROS lors de la HR 
Au cours de l’interaction avec la majorité des agents pathogènes, un burst oxydatif 
biphasique est observé. Un premier pic, non spécifique de la réponse à un agent pathogène, 
est observé environ 15 minutes après la reconnaissance de l’agent pathogène. Un deuxième 
pic, observé uniquement en présence d’un agent pathogène avirulent, observé entre 4 et 6 
heures, intervient juste avant la mise en place de la HR (Wojtaszek, 1997). Les 
changements de potentiel red-ox sont intégrés par la cellule ce qui se traduit par l’activation 
de programmes génétiques aboutissant à la mise en place de la HR. L’implication de l’ion 
superoxyde dans la régulation de la PCD a été montrée, notamment par l’étude du mutant 
lsd1, mutant « lésions spontanées » de propagation affecté dans la régulation de la HR. Le 
traitement de ce mutant avec l’ion superoxyde démontre que celui-ci est nécessaire et 
suffisant pour déclencher l’apparition des lésions (Jabs et al., 1996). Ce mutant présente 
également une accumulation de H2O2 accompagnée de la propagation des lésions (Mateo et 
al., 2004). L’ion superoxyde est détecté au niveau du front de propagation des lésions. Lors 
de l’interaction entre l’Orge et le nématode Blumeria graminis, l’ion superoxyde est détecté 
au niveau des cellules bordant les lésions HR (Trujillo et al., 2004). Cet ion jouerait donc le 
rôle de signal de mort qui serait perçu par les cellules qui activeraient les programmes de 
mise en place de la HR.  
II.2.2.2. Implication des compartiments cellulaires et production 
des ROS lors de la HR 
Les sites multiples ainsi que les sources de production des ROS mettent en avant la 
complexité de ce réseau de régulation. Ceux-ci sont des produits issus du métabolisme de la 
plante et sont générés dans tous les compartiments cellulaires. En général, il existe un 
niveau basal au sein des cellules vivantes, niveau qui sera augmenté transitoirement ou de 
façon continue en réponse à des signaux développementaux ou en réponse à des stress. 
Les chloroplastes sont les sites majeurs de production des ROS chez les plantes (Foyer et 
Allen, 2003). La chaîne de transfert des électrons produit le O2.- puis le H2O2 via la 
« Superoxyde Dismutase » (SOD). Les peroxysomes ainsi que les glyoxysomes sont 
également des sites de production de ces molécules. Au niveau de la mitochondrie où se 
déroule la respiration, des enzymes comme les NADPH oxydases conduisent à la production 
de O2.- et de H2O2 et constituent le lieu de production des ROS impliqués dans un grand 
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nombre de processus cellulaires comme l’adaptation à des stress et la PCD. L’apoplaste 
constitue également un lieu de production majeur de ces deux espèces, impliquant des 
NADPH oxydases associées au plasmalemme et des peroxydases. La production des ROS 
au niveau de ce compartiment est associée au « burst » oxydatif observé lors de la HR, mais 
également à la croissance cellulaire, au développement de la plante et à d’autres formes de 
PCD (Moller et al., 2007) . 
La production de ROS lors de la mise en place de la HR implique majoritairement la 
réduction de l’oxygène par les NADPH oxydases (Rboh, pour Respiratory Burst Oxidase 
Homolog) (Figure 13). Ces enzymes ont été identifiées chez plusieurs espèces végétales 
dont Arabidopsis (Torres et al., 1998  ; Torres et al., 2002), le Tabac (Yoshioka et al., 2003) 
ou encore l’Orge (Trujillo et al., 2006). L’étude des mutants atrbohD et atrbohF chez 
Arabidopsis montre que ces enzymes sont effectivement impliquées dans la synthèse des 
ROS. Cependant, la corrélation entre la production des ROS et la mise en place de la HR 
n’est pas clairement établie. La protéine AtrbohD est responsable de la majorité de la 
production des ROS produites lors des réactions de défense, en comparaison avec AtrbohF. 
Cependant, les mutants correspondants présentent des phénotypes différents : le mutant 
atrbohF présente une diminution de la HR plus importante que le mutant atrbohD en réponse 
à des souches avirulentes de Pst et de Hyaloperonospora parasitica (Torp et Jorgensen, 
1986  ; Torres et al., 2002). Ces protéines présentent des motifs de liaison au Ca2+ dans leur 
partie N-terminale, indiquant que celles-ci pourraient exercer un rôle situé en aval des flux de 
Ca2+ nécessaire à la mise en place de la HR. Cette hypothèse est appuyée par des résultats 
obtenus sur des cellules de Tabac traitées avec l’éliciteur cryptogéine. En réponse à cet 
éliciteur, et en présence de chélateur de Ca2+, la production de ROS est abolie (Lecourieux 
et al., 2002).  
II.2.2.3. Production des ROS et signalisation 
Les mécanismes par lesquels le message est transmis restent peu documentés. 
Contrairement aux ions superoxydes, le H2O2 est capable de diffuser à travers les 
membranes et d’activer les réponses de défense. Une fois dans la cellule, l’un des effets 
majeurs de signalisation consiste en l’activation de cascades de signalisation impliquant des 
kinases. Chez Arabidopsis, la kinase AtMPK6 est activée par des traitements avec H2O2 
(Yuasa et al., 2001). De plus, la kinase AtNDPK2 est également induite par des traitements 
avec H2O2 (Moon et al., 2003). En réponse à cette activation, les cascades de MAPK vont 
réguler le statut redox de la cellule. Des résultats récents obtenus sur le Tabac démontrent 
que l’activation d’une cascade de MAPK impliquant SIPK, Ntf4 et WIPK induit la production 
de H2O2 au niveau des chloroplastes en inhibant la fixation du carbone. Cette inhibition se 
traduit par un état d’excitation lumineuse excessif et a pour conséquence la production de 
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ROS qui participeront à la mise en place de la HR (Liu et al., 2007). L’application de H2O2 
sur des feuilles d’Arabidopsis induit l’activation et la stabilisation de AtMEKK1, qui elle-même 
active AtMPK4 aboutissant à la mise en place des réponses de défense. De plus, l’analyse 
du mutant mekk1 révèle une accumulation de ROS et des modifications de l’activation de 
gènes impliqués dans le contrôle de l’état red-ox de la cellule, se traduisant par un 
phénotype létal. Ces données indiquent une régulation de la production des ROS par cette 
kinase (Nakagami et al., 2006). 
 
Les ROS apparaissent comme des molécules indispensables à la signalisation et à la 
mise en place de a HR. Les interactions des ROS avec d’autres molécules de signalisation 
comme l’oxyde nitrique (NO, pour Nitric Oxide), les messagers lipidiques ou encore les 
hormones, participent également à cette signalisation (Gechev et Hille, 2005). Cependant, 
même si des modèles du rôle biologique des ROS commencent à émerger, ce réseau de 
signalisation reste très complexe. 
 
II.2.3. Le NO  
L’oxyde nitrique (NO) est une molécule simple agissant comme molécule de signalisation 
utilisée dans de nombreux processus biologiques à travers les différents règnes animaux et 
végétaux. Il s’agit d’une molécule très réactive qui peut exister sous différentes formes. Cette 
molécule affecte la signalisation par différents modes d’action, en agissant par exemple avec 
l’ion superoxyde sur la formation de peroxynitrites, en agissant sur des groupements thiol 
des protéines au niveau des cystéines (« S-nitrosylation ») ou encore en agissant sur des 
résidus tyrosine (nitration) (Grun et al., 2006  ; Besson-Bard et al., 2007) (Figure 14).  
II.2.3.1. Systèmes de production du NO 
Chez les animaux, le NO peut être produit par des voies enzymatiques ou non 
enzymatiques. Les enzymes les plus étudiées sont les « nitric oxide synthases » (NOS) et 
« nitrate reductases » (NR) (Mayer et Hemmens, 1997). La recherche de telles enzymes 
chez les plantes a mis en évidence que des activités de type NOS étaient détectées chez le 
Soja (Delledonne et al., 1998), chez le Tabac (Durner et al., 1998), chez le Maïs (Ribeiro et 
al., 1999) et chez d’autres espèces. De plus, l’application d’inhibiteurs ainsi que l’utilisation 
d’anticorps spécifiques des NOS ont démontré que de telles enzymes pouvaient exister chez 
les plantes. Cependant, la recherche d’homologues chez les plantes n’a fourni que peu de 
données. Le séquençage du génome d’Arabidopsis n’a pas permis l’identification de gènes 
homologues aux NOS des animaux. A l’heure actuelle, une seule enzyme, AtNOS1, a été 
identifiée comme étant impliquée dans la génération de NO. Celle-ci ne présente pas 
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Figure 14 : Schema de l’action du NO durant la HR.
La perception d’un agent pathogène avirulent induit la production de NO par l’intermédiaire des NO 
synthases ou des NADPH-dependante nitrate reductases (NR). La synthèse de NO se traduit par une
réaction appelée S-nitrosylation qui permet la régulation de la fonction de certaines protéines et 
permet la transduction du signal associé au NO. De plus, le NO induit également la production de SA, 
la synthèse de protéines PR et des influx de Ca2+. L’ensemble des réactions induites par le NO 
participe à la mise en place de la HR et de la résistance.
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d’homologie avec les NOS présentes chez les animaux mais le mutant correspondant nos1 
(renommé noa1, pour NO Associated 1 (Zhao et al., 2007)) ne produit plus de NO (Guo et 
Crawford, 2005). Cependant, aucune activité de type NOS n’a pu être mise en évidence in 
vitro en utilisant une protéine NOS1 recombinante, suggérant que son rôle sur la génération 
du NO doit être indirecte, ou que NOS1 joue un rôle régulateur plutôt qu’un rôle de synthèse 
(Crawford, 2006). Bien qu’actuellement les tentatives d’identification de NOS chez les 
plantes aient été peu productives, il apparaît probable à l’heure actuelle que les plantes 
utiliseraient des « NADPH-dependantes nitrate reductases » (NR) pour la production de NO.  
II.2.3.2. Implication du NO durant la HR 
La HR est caractérisée par une accumulation rapide de ROS et de NO. Ce système de 
signalisation active la mort cellulaire, induit les mécanismes de défense et contrôle un 
réseau de signalisation impliqué dans l’activation de la résistance systémique acquise (SAR) 
(Delledonne et al., 1998) (Figure 14). Le mutant noa1, qui ne produit plus de NO, présente 
une très forte augmentation de la sensibilité à Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) 
DC3000, indiquant un rôle important du NO dans les mécanismes de défense (Zeidler et al., 
2004). Chez Arabidopsis, en réponse à Pst, le NO est impliqué dans la signalisation de 
cellule à cellule lors de la HR, celui-ci s’accumulant d’abord dans l’espace extracellulaire 
avant de pénétrer dans le cytoplasme (Zhang et al., 2003). Des mutants d’Arabidopsis 
affectés dans des gènes codant des NR sont perturbés dans la fermeture des stomates 
induite par la production de NO (nia1, nia2, (Desikan et al., 2002)). L’analyse de la 
résistance du double mutant nia1nia2 en réponse à une inoculation avec la bactérie 
Pseudomonas syringae pv maculicola a permis d’établir que les NR représentaient la source 
majeure de production du NO durant les interactions plante-agent pathogène (Modolo et al., 
2005).  
II.2.3.3. Signalisation associée à la production du NO 
Les fonctions de signalisation du NO dépendent de beaucoup de conditions complexes 
qui vont affecter sa réactivité. L’état redox de la cellule (dépendant des ROS), tout comme la 
production et la diffusion du NO sont des facteurs très importants influençant son action. 
Chez les animaux, le cGMP est un second messager du NO très bien connu pour réguler 
différents processus liés au NO en activant des canaux calciques (Clarke et al., 2000a) 
(Figure 14). Or, chez les plantes, le NO permet la mobilisation du Ca2+ intracellulaire, 
indiquant que ces canaux sont des cibles putatives de la voie de signalisation du NO, ceci 
pouvant se faire par l’intermédiaire du cGMP ou du cADPR (cyclic ADP-ribose) (Lamotte et 
al., 2004). Ces canaux pourraient être des canaux de type CNGC, permettant le passage du 
Ca2+ et étant contrôlés par des nucléotides cycliques. En faveur de cette hypothèse, des 
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résultats ont été obtenus par l’étude de cellules de Tabac traitées avec un analogue du 
cGMP pouvant traverser les membranes, et par l’utilisation d’inhibiteurs de la guanylate 
cyclase. Les résultats obtenus démontrent que l’induction de PR-1 (pour Pathogenesis-
Related 1) n’est plus observée après un traitement avec le NO et avec l’inhibiteur de la 
guanylate cyclase, indiquant un rôle très important du cGMP et du cADPR dans la 
signalisation liée au NO (Durner et al., 1998). 
La réactivité de ce composé est supposée être un facteur principal de la signalisation du 
NO. Notamment, une réaction importante est la S-nitrosylation au niveau de cystéines, qui 
affecte de façon réversible des protéines, ces modifications pouvant moduler la fonction des 
protéines (Sokolovski et Blatt, 2004). Cette réaction est dépendante de la présence de NO, 
et donc de sa compartimentation dans la cellule, mais également de la compartimentation 
des protéines cibles. Des études récentes ont permis d’identifier des cibles putatives de cette 
réaction (52 protéines), qui sont des protéines activées au cours de stress, des protéines de 
signalisation, des protéines contrôlant l’état redox de la cellule ou encore des enzymes du 
métabolisme primaire (Lindermayr et al., 2005). 
La mort cellulaire induite par le NO requiert la synthèse de nouveaux ARN tout comme la 
synthèse de nouvelles protéines telles que les protéases pouvant jouer un rôle majeur dans 
la mise en place de la HR (Clarke et al., 2000a). En effet, des protéases à cystéine sont 
induites en réponse à l’application de NO chez Arabidopsis (Polverari et al., 2003). Le NO 
est également capable d’induire la synthèse de protéines impliquées dans la résistance, 
comme PR-1 (Laxalt et al., 2007). 
II.2.4. Interactions entre les ROS et le NO 
Les ROS et le NO sont produits au cours d’une infection et sont des régulateurs clef des 
réponses de la plante. Ceux-ci fonctionnent en combinaison et il semble que la balance entre 
H2O2 et NO soit très importante pour la régulation de la mise en place de la résistance et de 
la HR. En effet, une forte concentration en NO n’est pas suffisante pour déclencher la HR 
dans des cellules de Soja, mais la HR est induite par la présence d’une part d’une forte 
concentration en NO, et d’autre part par la présence du « burst » oxydatif impliquant les 
ROS, et plus particulièrement le H2O2. Celle-ci n’est pas induite par le O2-, mais semble 
plutôt être contrôlée par la transformation du O2- en H2O2 (Delledonne et al., 2001). Au cours 
de la HR dans des cellules de Tabac, à peu près 1% des gènes présentent une modification 
de leur expression dans des temps très courts correspondant au « burst » oxydatif, ces 
gènes codant pour des protéines kinases ou encore des facteurs de transcription (Durrant et 
al., 2000). De plus, le NO et les ROS contribuent à l’activation transcriptionnelle de gènes de 
défense impliqués dans la biosynthèse d’acide salicylique, d’éthylène, dans la production de 
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composés antimicrobiens, dans les modifications de la paroi et également dans la mise en 
place de la HR (Scheel, 1998). 
 
Des interactions entre les ROS et le NO régulent la mise en place de la HR, et la 
production qui leur est associée va permettre à la plante d’activer des voies de signalisation 
aboutissant à la mise en place de la résistance. 
II.2.5. Rôle des protéines Kinases dans l’établissement de la HR 
Comme chez la plupart des organismes eucaryotes, les plantes utilisent des voies de 
signalisation faisant intervenir des MAPK pour transmettre des messages générés par des 
stimuli intra- ou extra-cellulaires. Ces cascades impliquent généralement 3 types de MAPK : 
des MAPK kinase kinases (MAPKKK), des MAPK kinases (MAPKK) et des MAPK. En 
réponse au stimulus, une MAKKK va phosphoryler et activer une MAPKK, qui elle-même va 
phosphoryler et activer une MAPK. L’activation de cette MAPK va aboutir à la 
phosphorylation spécifique de protéines effectrices situées en aval et conduit à l’activation 
des réponses cellulaires à divers types de stimuli.  
Plusieurs MAPK ont été identifiées chez les plantes comme étant des acteurs de la PCD 
en réponse à l’agression par différents agents pathogènes. L’activité MAPK est détectée peu 
après la reconnaissance de l’agent pathogène avirulent ou après traitement avec des 
éliciteurs (Romeis et al., 1999  ; Jin et al., 2002  ; Ekengren et al., 2003).  
Chez Arabidopsis, 60 gènes ont été identifiés comme codant des MAPKKK, 10 codant 
des MAPKK et 20 des MAPK (MAPKgroup, 2002). Parmi celles-ci, AtMPK3 et AtMPK6 
présentent des cinétiques d’expression similaires lors de stress biotiques (Asai et al., 2002). 
L’activation de cette cascade de MAPK aboutit à l’activation de facteurs de transcription de 
type WRKY qui régulent l’expression de gènes impliqués dans la mise en place de la HR et 
de la résistance. De plus, l’analyse de lignées surexprimant AtMKK2 montre que ces lignées 
sont plus résistantes que le parent sauvage en réponse à l’inoculation avec PstDC3000 et 
Erwinia carotovora (Brader et al., 2007). Toutefois, le « silencing » de AtMPK6 ne supprime 
pas la HR induite par PstDC3000 avrRpt2, indiquant l’existence de plusieurs voies de 
signalisation pouvant amener à l’activation de la HR (Menke et al., 2004). 
Une autre MAPKKK, EDR1 (pour Enhanced Disease Resistance 1), a été identifiée chez 
Arabidopsis suite à la recherche de mutants présentant une augmentation de la résistance à 
PstDC3000 et à Erysiphe cichoracearum (Frye et Innes, 1998). En réponse à PstDC3000, le 
mutant edr1 développe des lésions de type HR qui ne sont pas observables chez le parent 
sauvage. De plus, un stress hydrique induit chez le mutant edr1 l’apparition spontanée de 
lésions de type HR (Tang et al., 2005). L’ensemble de ces données suggère que EDR1 
jouerait un rôle de régulateur négatif de l’établissement de la résistance et de la HR. EDR1 
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code une protéine kinase similaire à CTR1, un régulateur négatif de la voie de l’éthylène. 
EDR1 pourrait jouer un rôle similaire de régulateur négatif de la voie de l’acide salicylique en 
activant des cascades de MAPK (Frye et al., 2001). 
Chez la Tomate, l’identification de cascades de signalisation impliquant des MAPK a 
permis de démontrer que deux voies de MAPK étaient activées en réponse à  une 
inoculation avec PstDC3000/avrPto. Ekengren et collaborateurs ont ainsi identifié deux 
MAPK et deux MAPKK qui, lorsqu’elles sont rendues inactives, induisent une altération de la 
résistance. Sur la base de ces résultats a été émise l’hypothèse que 2 voies différentes 
pouvaient être impliquées dans cette résistance, en étant toutefois interconnectées. Une voie 
impliquerait LeMKK2 (homologue de AtMPKK4/5) et LeMPK3, la deuxième impliquerait 
LeMKK3 et une autre MAPK (Ekengren et al., 2003). 
Il existe d’autres protéines kinases impliquées dans les voies de signalisation de la 
résistance : les protéines kinases calcium-dépendantes (CDPK). Ces CDPK sont également 
impliquées dans la régulation de la réponse à différents stress abiotiques tels le froid, le 
stress salin ou encore le stress hydrique. Celles-ci possèdent en N-terminal un domaine à 
activité sérine/thréonine kinase fusionné en C-terminal à un domaine de type calmoduline 
contenant des sites « EF-hand », capables de lier le Ca2+, cette liaison activant ces CDPK 
(Cheng et al., 2002). Certaines de ces protéines sont connues pour réguler les mécanismes 
de la HR. Le « silencing » par le système VIGS (pour Virus Induced Gene Silencing) de 
NtCDPK2 et NtCDPK3 du Tabac se traduit par une réduction ainsi qu’un délai de la mise en 
place de la HR, lors de la reconnaissance de avr9 par Cf9 (Romeis et al., 2001). Chez 
Arabidopsis, 34 gènes codent des CDPK putatives. L’expression ectopique de AtCPK1, 
appartenant à la même classe que NtCDPK2, dans des protoplastes de Tomate conduit à 
une augmentation de l’activité NADPH et à une augmentation de la production de ROS (Xing 
et al., 2001). Dans ce cas, cette CDPK pourrait jouer le rôle de senseur du Ca2+ et une 
NADPH pourrait être une de ses cibles. 
Les études menées jusqu’alors indiquent que ces CDPK seraient activées par le Ca2+ et 
que les variations des concentrations en Ca2+ activeraient des isoformes spécifiques de ces 
enzymes, ceci dépendant de la signature du message calcique. De plus, celles-ci seraient 
impliquées dans la régulation des interconnections entre les différentes voies de 
signalisation. Cependant, l’étude de mutants affectés dans ces CDPK est rendue difficile par 
le fait d’une possible redondance entre différentes isoformes, les simples mutants 
correspondants présentant rarement des modifications de phénotype (Ludwig et al., 2004). 
 
Les protéines kinases relaient donc le message émis par les étapes de reconnaissance et 
probablement de signalisation précoce, et permettent d’activer les étapes de signalisation 
situées plus en aval. 
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II.2.6. EDS1, PAD4, SAG101, NDR1 : composantes clef de la 
signalisation associée à la reconnaissance spécifique 
La recherche de mutants affectés dans la résistance à différents agents pathogènes a 
permis l’identification de plusieurs composantes des voies de signalisation précoces menant 
à l’établissement de la résistance. 
eds1 (pour Enhanced Disease Susceptibility 1) a été initialement identifié par un crible de 
mutants déficients dans la réponse à l’oomycète Hyaloperonospora parasitica (Parker et al., 
1996). Une autre composante de ces voies, pad4 (pour Phytoalexine Deficient 4), a été 
identifiée lors de la recherche de mutants affectés dans la réponse à Pseudomonas syringae 
pv maculicola (Glazebrook et al., 1996). Ces 2 protéines présentent des homologies avec les 
lipases animales (Falk et al., 1999  ; Jirage et al., 1999) et interagissent entre elles (Feys et 
al., 2001). EDS1 est nécessaire aux étapes précoces de signalisation et induit l’expression 
de PAD4, qui par la suite s’associera avec EDS1 formant un complexe nécessaire à 
l’accumulation d’acide salicylique, molécule indispensable à l’établissement de la résistance 
(Feys et al., 2005). Récemment, il a été démontré que EDS1 interagissait également avec 
une autre protéine, SAG101 (pour Senescence Associated Gene 101). Celle-ci possède des 
homologies avec des lipases, mais différentes de celles observées dans le cas de EDS1 et 
PAD4. Cependant, les complexes EDS1/PAD4 et EDS1/SAG101 ne semblent pas être 
localisés dans les mêmes organites, suggérant l’existence de complexes protéiques 
différents impliquant EDS1. Du fait de leurs homologies avec des lipases, ces protéines 
pourraient être impliquées dans la génération de signaux lipidiques au cours de la mise en 
place de la résistance. Cependant, aucune activité lipase n’a pour le moment pu être 
démontrée pour EDS1. Ces protéines auraient plutôt un rôle dans la liaison aux lipides et 
dans la stabilisation de complexes protéiques, même si la possibilité de l’existence d’une 
activité lipase ne peut pas être exclue (Feys et al., 2005). Les voies impliquant EDS1 
semblent être spécifiques de la reconnaissance de l’agent pathogène par des protéines R de 
type TIR-NBS-LRR (Aarts et al., 1998).  
Ces protéines ayant été identifiées par criblage de mutants affectés dans la résistance 
basale, et leur implication dans la résistance spécifique ayant été démontrée, EDS1 et PAD4 
représentent un exemple d’interconnections existant entre la résistance spécifique et la 
résistance basale. Ceci complexifie les connaissances acquises sur les réseaux de 
signalisation contrôlant les différents types de résistance.  
Une autre composante des voies de signalisation précoce est NDR1 (pour Non race 
specific Disease Resistance), protéine localisée au niveau de la membrane plasmique 
(Coppinger et al., 2004). Le mutant ndr1 a été identifié lors de la recherche de mutants 
présentant une altération de la résistance à Pst portant le gène d’avirulence avrB (Century et 
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Figure 15 : Fonctionnement possible du complexe RAR1/SGT1 au cours de la HR.
(a) : le complexe peut jouer un rôle sur des complexes de reconnaissance préformés impliquant 
différentes protéines R. 
(b) : le complexe peut jouer un rôle sur les voies de signalisation activées après la reconnaissance 
par la plante de l’agent pathogène, notamment sur la production et la signalisation des ROS.
(c) : le complexe peut également jouer un rôle sur la régulation de l’activité de certaines protéines en 
les adressant au protéasome via le complexe SCF, en particulier des régulateurs négatifs de la 
mise en place de la HR et de la résistance. L’intervention de ce complexe au cours de ces 
processus lui permet de participer à la mise en place de la PCD lors d’une interaction 
incompatible.
Modifié d’après shirasu, 2003
Complexe de 
reconnaissance 
préformé
Protéine 
AVR
Reconnaissance de 
l’agent pathogène
Activation de 
voies de 
signalisation
Régulation de
composantes en aval
Régulation de la HR
et de la résistance
 37
al., 1995). Ce mutant présente également une diminution de la résistance à d’autres souches 
de Pst portant des gènes d’avirulence différents (avrRpm1, avrRpt2, avrPphB). Ces souches 
sont toutes reconnues par des protéines R de type CC-NBS-LRR (RPM1, RPS2 et RPS5). 
En comparaison avec la voie EDS1/PAD4 qui est dépendante de la reconnaissance de 
l’agent pathogène par les protéines R de type TIR-NBS-LRR, la voie NDR1 représente une 
seconde voie de signalisation précoce impliquée dans la transduction du message en 
réponse à une interaction avec un agent pathogène avirulent.  
Cependant, ces 2 voies ne sont pas les seules à être impliquées durant la 
reconnaissance des agents pathogènes avirulents. En effet, l’étude de RPP7 et RPP8 de 
Hyaloperonospora parasitica a démontré que la résistance médiée par ces 2 protéines R 
n’impliquait pas les voies EDS1 et NDR1 (McDowell et al., 2000). 
II.2.7. Autres acteurs impliqués dans la signalisation associée à la 
reconnaissance spécifique 
L’identification de nouveaux mutants affectés dans la mise en place de la HR en réponse 
à différents agents pathogènes avirulents a permis l’identification de nouvelles composantes 
des voies de signalisation précoces. Le mutant rar1 (pour Required for MLA-dependent 
resistance) a été identifié chez l’Orge sur la base d’une perte de résistance au champignon 
Erysiphe graminis, cette résistance étant contrôlée par le gène de résistance Mla12. 
L’analyse de ce mutant a permis de démontrer que celui-ci était également affecté dans la 
résistance contrôlée par d’autres gènes de résistance. De plus, il ne présente plus le profil 
d’accumulation biphasique de H2O2 observé lors d’une interaction incompatible et est affecté 
dans la mise en place de la HR (Shirasu et al., 1999). Ces données indiquent que RAR1 agit 
très précocement dans la mise en place de la HR. Chez Arabidopsis, un homologue a été 
identifié. L’étude du mutant correspondant révèle que RAR1 jouerait un rôle dans le contrôle 
de la mise en place de la HR et dans le contrôle de la production des ROS, notamment en 
réponse à Hyaloperonospora parasitica et Pst. De plus, RAR1 modulerait les réponses lors 
de la reconnaissance de l’agent pathogène par différents types de protéines R (CC- ou TIR-
NBS-LRR) (Muskett et al., 2002) (Figure 15). Un criblage avec le système double hybride a 
permis d’identifier des partenaires de RAR1 chez Arabidopsis, notamment AtSGT1a et 
AtSGT1b, présentant des homologies avec le gène SGT1 de la levure (pour Suppressor of 
the G2 allele of skp1). Chez l’Orge, un homologue de SGT1 a été identifié et interagit in 
planta avec RAR1. Les simples mutants Hvsgt1 et Hvrar1 présentent une réduction de la 
résistance en réponse à la souche portant le gène d’avirulence AvrMla6 du champignon 
Erysiphe graminis, mais pas en réponse à AvrMla1, indiquant ainsi une spécificité des voies 
de signalisation impliquées (Azevedo et al., 2002). De plus, le double mutant Hvsgt1/rar1 est 
plus affecté que les simples mutants correspondants, suggérant ainsi une coopération entre 
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ces deux protéines (Azevedo et al., 2002). L’étude du mutant de l’homologue de RAR1 chez 
Arabidopsis, AtRAR1, révèle que RAR1 conditionne la réponse à plusieurs types de 
protéines Avr. La HR en réponse à PstDC3000AvrRpt2 et AvrPphB est affectée, mais pas en 
réponse à PstDC3000/AvrRps4 (Tornero et al., 2002). Il existe donc une spécificité de la 
réponse contrôlée par RAR1. 
 Le rôle de SGT1 pourrait être de réguler la dégradation de certaines protéines en 
adressant celles-ci vers le protéasome. En effet, chez la levure, SGT1 interagit avec une 
« ubiquitine ligase E3 » faisant partie du complexe SCF (pour Skp1-Culline-F-box), impliqué 
dans la régulation de la dégradation des protéines (Catlett et Kaplan, 2006). Chez l’Orge, 
CUL1, une autre sous-unité du complexe SCF, a été détectée dans les complexes 
protéiques contenant HvSGT1. Cependant, celle-ci n’est pas retrouvée dans les complexes 
contenant HvRAR1. Ceci indique qu’au moins 2 complexes contenant SGT1 existent, et 
qu’un rôle possible de SGT1 serait de cibler des protéines vers le protéasome via des 
complexes SCF. Ce rôle pourrait se traduire par un stabilisation des protéines R en agissant 
au niveau de ces complexes protéiques (Azevedo et al., 2006). 
Une autre composante, HSP90 (pour Heat Shock Protein 90), une protéine chaperone, a 
été identifiée par une approche double hybride. Celle-ci interagit spécifiquement avec RAR1 
et SGT1. Chez Arabidopsis, l’inhibiteur spécifique de HSP90, la geldanamycine, provoque 
une réduction de la HR induite par RPS2 en réponse à PstDC3000/avrRpt2. De plus, 
l’isoforme HSP90.1, une des 4 isoformes de HSP90 chez Arabidopsis, est induite 
rapidement après inoculation et est nécessaire à l’établissement de la réponse induite par 
RPS2 (Takahashi et al., 2003). Ainsi, RAR1 et SGT1 fonctionne en relation étroite avec 
HSP90. En tant que chaperonne (HSP90) et co-chaperonne (RAR1), les repliements des 
protéines effectuées par HSP90, qui sont dépendantes de l’hydrolyse de l’ATP, se 
traduiraient par une modification des protéines R qui seraient alors dans un état 
conformationnel nécessaire à leur activation (Holt et al., 2005). C’est le cas notamment pour 
Rx dont le niveau de stabilité est dépendant de la présence de HSP90 chez Nicotiana 
benthamiana (Azevedo et al., 2006). 
De plus, SGT1 est capable d’interagir in vivo avec quatre formes de HSC70 (pour Heat 
Shock Cognates 70) chez Arabidopsis. L’interaction a lieu au niveau du C-terminal de SGT1 
et une mutation dans ce domaine abolit l’interaction avec les HSC70, se traduisant par une 
diminution de la résistance à Pst. De plus, plusieurs formes de HSC70 sont exprimées lors 
d’une interaction avec Pst. Ces résultats démontrent un rôle important du complexe 
HSC70/SGT1 au cours de la résistance et suggèrent un rôle général du complexe 
HSP90/SGT1/HSC70 dans la maturation des protéines R (communication personnelle, L. 
Noël, HDR). 
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La signalisation précoce implique de nombreuses protéines et molécules. L’induction de 
ces voies de signalisation aboutit à l’activation d’autres voies qui permettront la régulation de 
la mise en place de la résistance et de la HR, voies faisant intervenir les hormones végétales 
et leur voie de signalisation associée. 
II.3. Le contrôle hormonal de la HR 
Les hormones, produites par les plantes, leur permettent de réguler les différents 
processus physiologiques du développement, mais également en réponse à des stress 
biotiques et abiotiques. Dans le cas de la mise en place de la HR, ces hormones sont 
capables de transmettre et de moduler les messages provenant de la reconnaissance de 
l’agresseur par des protéines R. Trois hormones sont principalement impliquées dans la 
régulation des processus liés à la reconnaissance de l’agresseur : l’acide salycilique (SA), 
l’acide jasmonique (JA) et l’éthylène (ET). Ces dernières années, les données acquises sur 
ces voies de signalisation semblent indiquer que le SA serait plutôt impliqué dans la 
résistance aux agents pathogènes biotrophes (se développant dans les tissus vivants), et 
l’ET et le JA seraient plutôt impliqués dans la résistance aux agents pathogènes 
nécrotrophes (se développant sur des tissus morts) (Glazebrook, 2005). Cependant, il 
apparaît que les mécanismes régissant la résistance à l’un ou l’autre de ces types d’agents 
pathogènes soient plus complexes que la simple intervention de l’une ou l’autre de ces 
hormones, notamment par le fait que nombre d’agents pathogènes possèdent des 
caractéristiques d’invasion plus complexes (on parle alors d’agent pathogène 
hémibiotrophe), avec une phase d’invasion précoce qui peut être caractérisée comme 
biotrophe et une phase tardive de type nécrotrophe. L’étude du rôle de ces hormones révèle 
en outre qu’il existe des relations synergiques ou antagonistes selon l’agent pathogène 
impliqué, que des réseaux d’interconnections très complexes existent, et aussi que d’autres 
hormones peuvent jouer un rôle majeur, tel l’acide abcissique récemment mis en lumière 
dans le cas d’interactions avec des agents nécrotrophes. Enfin, comme nous le verrons dans 
le chapitre 2 de la section résultats, les données obtenues à l’aide du mutant vad1 
démontrent que l’ET tout comme le JA, participent à la résistance contre PstDC3000, un 
agent pathogène considéré comme hémibiotrophe. 
II.3.1. SA : rôle majeur dans la HR et la résistance 
Le SA est une des molécules clef des mécanismes agissant en aval de la reconnaissance 
spécifique et étroitement liées à la HR. Elle est également impliquée dans la mise en place 
de la résistance basale et dans l’établissement de la SAR (Gaffney et al., 1993  ; Alvarez, 
2000). Durant une infection par un agent pathogène, une forte production de SA est 
observée. Cependant, l’expression ectopique chez le Tabac d’une « isochorismate 
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Figure 16 : Modèle simplifié des voies de biosynthèse de l’acide salicylique.
Les enzymes responsables de la transformation des différents composés sont indiquées en violet, les 
composés intermédiaires en noir et les mutants affectés dans différentes étapes ainsi que le
transgène bactérien NahG, en bleu.
AS : Anthranilate Synthase, CM : Chorismate Mutase, ICS : IsoChorismate Synthase, PAL : 
Phenylalanine Ammonium Lyase, PL : Pyruvate Lyase, BA2H : Benzoic Acid 2-Hydroxylase.
Modifié d’après Lee et al., 1995 et Wildermuth et al., 2001.
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synthase » et d’une « isochorismate pyruvate lyase » bactériennes, permettant la production 
de SA en deux étapes, induit une augmentation de la résistance contre des virus et des 
champignons, mais ne déclenche pas l’apparition spontanée de lésions de type HR, même si 
l’accumulation de SA est 1000 fois supérieure en comparaison avec la plante sauvage 
(Verberne et al., 2000). Le SA est nécessaire à l’activation de la résistance, mais n’est pas 
suffisant pour déclencher la HR et serait plutôt une conséquence de l’activation de la HR. 
II.3.1.1. Production du SA 
Cette molécule est un dérivé du métabolisme des phénylpropanoïdes, produit à partir de 
la phénylalanine (Leon et al., 1995  ; Coquoz et al., 1998). Cependant, il apparaît maintenant 
clairement que le SA est produit majoritairement à partir de l’isochorismate (Figure 16). 
L’analyse du mutant sid2 (ou eds16) d’Arabidopsis (pour Salicylic acid Induction Deficient 2 
ou Enhanced Disease Susceptibility 16), affecté dans le gène d’une « isochorismate 
synthase », révèle que la production de SA est fortement diminuée chez ce mutant, indiquant 
un rôle majoritaire de la voie de l’isochorismate pour la production de SA chez Arabidopsis 
(Wildermuth et al., 2001). L’absence de SA n’est toutefois pas totale chez ce mutant, ce qui 
implique que les 2 voies participent à sa production. Un autre mutant d’Arabidopsis, sid1 (ou 
eds5) (pour Salicylic acid Induction Deficient 1 ou Enhanced Disease Susceptibility 5) est lui 
aussi affecté dans la production de SA. SID1 code pour une protéine de la famille des 
transporteurs de type MATE qui serait impliquée dans le transport de composés 
intermédiaires de la biosynthèse de SA (Nawrath et al., 2002). Ces deux mutants présentent 
une diminution de la résistance et une diminution de la mise en place de la HR en réponse à 
des souches avirulentes de Hyaloperonospora parasitica et Pst, et ne présentent pas 
d’accumulation de SA ni de transcrit pour PR-1, marqueur spécifique de la voie SA (Nawrath 
et Métraux, 1999). Ceci indique une forte implication de SA dans la résistance. Ces données 
sont appuyées par l’analyse de lignées exprimant le transgène bactérien NahG qui code 
« une salicylate hydroxylase » capable de dégrader SA en catéchol (Friedrich et al., 1995). 
Ces lignées présentent une absence d’induction de PR-1, une diminution de la résistance à 
Pst et de la HR, et une altération de la mise en place de la SAR (Heck et al., 2003  ; van 
Wees et Glazebrook, 2003).  
II.3.1.2. Signalisation associée à SA : rôle de NPR1 
Une autre composante de la voie SA a été identifiée par la recherche chez Arabidopsis de 
mutants altérés dans l’expression de gènes PR après induction de la SAR : il s’agit de NPR1 
(ou NIM1) (pour Non expressor of PR-1 ou Non-inducible immunity 1) (Cao et al., 1994  ; 
Delaney et al., 1995). Le mutant npr1 est insensible aux inducteurs de la SAR comme le SA, 
l’INA ou encore des agents pathogènes avirulents, et est moins résistant contre des souches 
INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
Figure 17 : Contrôle de la PCD par SA et les ROS.
Les ROS sont capables d’induire la production de SA, et l’application de SA stimule la production 
des ROS. SA peut agir sur le niveau de ROS dans la cellule, et donc sur l’état redox de celle-ci, en 
modifiant l’état de phosphorylation de composantes de la signalisation situées en amont de la 
production des ROS ou en agissant sur les enzymes responsables de la détoxification des ROS. La 
synthèse de glutathion, contrôlée par SA, induit la synthèse de LSD1 qui va inhiber la production de 
SA. LSD1 représente donc un régulateur négatif de la PCD, et est un élément de la boucle de 
rétrocontrôle de la synthèse de SA. SSI1 ainsi que NPR1 sont également impliquées dans le 
contrôle de la production de SA.
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virulentes et avirulentes de différents agents pathogènes. Ces résultats indiquent un rôle de 
NPR1 dans la mise en place de la HR, mais également dans la résistance basale. De façon 
intéressante, le mutant npr1 est affecté dans la mise en place de l’ISR (pour Induced 
Systemic Resistance). Dans ce cas, la mise en place de la PCD est indépendante de la voie 
SA mais dépendante de composantes des voies JA et ET, ce qui signifie que NPR1 agit sur 
les interconnections existant entre les différentes voies de signalisation (Pieterse et al., 
1998). NPR1 code une protéine contenant des domaines « ankyrin repeat » et possède des 
homologies avec des facteurs de transcription animaux (Cao et al., 1997  ; Ryals et al., 
1997). Cette protéine exerce son rôle en interagissant avec des facteurs de transcription de 
type TGA qui régulent l’expression des gènes PR (Zhang et al., 1999  ; Despres et al., 2000). 
De plus, il a été démontré que certaines des réponses « SA » étaient dépendantes de SA et 
indépendantes de NPR1, notamment la mise en place de la PCD. Le facteur de transcription 
AtWHY1 est induit en réponse à une infection avec Hyaloperonospora Parasitica et contrôle 
l’expression de PR-1 indépendamment de la présence de NPR1, ce qui signifie qu’il existe 
deux voies différentes permettant l’expression de PR-1 en réponse à SA, l’une dépendante 
de NPR1 et l’autre indépendante (Desveaux et al., 2004). 
II.3.1.3. SA et les autres composantes de signalisation 
Les composantes des voies de signalisation précoce EDS1 et PAD4 sont impliquées dans 
la génération du signal SA. En effet, les mutants eds1 et pad4 présentent tous les deux un 
défaut d’accumulation de SA et d’induction des gènes PR (Zhou et al., 1998  ; Falk et al., 
1999). Le phénotype du mutant pad4 peut être restauré par l’application exogène de SA. De 
plus, l’expression de PAD4 et EDS1 est induite par un traitement SA, ce qui implique 
l’existence d’une boucle de rétrocontrôle du signal SA (Feys et al., 2001). 
Le SA et les ROS sont des signaux importants régulant positivement la mise en place de 
la PCD liée à la HR (Figure 17). Il existe des connections entre ces deux signaux. En effet, 
les ROS sont capables d’induire l’accumulation de SA (Chamnongpol et al., 1998) et 
participent également à l’augmentation de sa production (Leon et al., 1995). Le SA est lui 
aussi capable d’induire la production de ROS (Shirasu et al., 1997) en agissant (i) sur l’état 
de phosphorylation des éléments de signalisation situés en amont de la production des ROS, 
ou (ii) en agissant sur des enzymes impliquées dans la détoxification des ROS, comme les 
catalases (Chen et al., 1993), une « ascorbate peroxydase » (Durner et Klessig, 1995), une 
« anhydrase carbonique » (SABP3, Salicylic Acid Binding Protein 3) et une lipase (SABP2) 
(Slaymaker et al., 2002  ; Kumar et Klessig, 2003). Il existe donc un lien direct entre le SA et 
l’activité des ROS. Des données supplémentaires ont été obtenues par l’analyse de mutants 
« lésions spontanées ». En effet, l’analyse de plusieurs de ces mutants a permis de 
démontrer un rôle direct du SA dans la mise en place de la PCD associée à la HR (Lorrain et 
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al., 2003). Ainsi apparaît l’idée d’une boucle d’auto-amplification de la mort cellulaire 
impliquant les ROS et le SA, la production de l’un activant la production de l’autre et 
réciproquement. 
II.3.1.4. Contrôle de la production/accumulation de SA 
Afin de maintenir leur intégrité, les plantes ont développé un système de contrôle de la 
production de SA (Figure 17). Dans le cas du mutant lsd1 (pour Lesion Simulating Disease 
resistance 1), des croisements avec des plantes exprimant NahG et avec le mutant npr1 
révèlent que l’apparition des lésions est dépendante de la production ainsi que de la 
signalisation de SA (Aviv et al., 2002). L’accumulation de la protéine LSD1 est dépendante 
du glutathion, et l’accumulation de glutathion est elle-même activée par la synthèse de SA 
(Senda et Ogawa, 2004). Les données obtenues sur LSD1 démontrent donc que SA active 
la protéine LSD1, qui en retour inhibe la production de SA. Ceci démontre l’existence d’une 
boucle de rétrocontrôle de la production de SA par la plante (Figure 17). Des résultats 
similaires ont été obtenus avec le mutant vad1. L’apparition des lésions chez ce mutant est 
dépendante de la production de SA, les doubles mutants vad1/sid1 et vad1/NahG ne 
présentant plus de lésions (Lorrain et al., 2004). En retour, VAD1 est également induit par 
l’application de SA et pourrait donc représenter une composante de la boucle de 
rétrocontrôle de la production de SA. L’analyse d’un autre mutant, ssi1 (pour Suppressor of 
SA Insensitivity 1), a permis de mettre en évidence que d’autres composantes sont 
également impliquées dans le contrôle de la production de SA. En effet, cette mutation 
restaure l’expression de PR-1 abolie par la mutation npr1, et se révèle être un régulateur 
négatif de la voie SA (Shah et al., 1999  ; Greenberg, 2000).  
 
SA joue donc un rôle important dans la mise en place de la HR. Cependant, son rôle dans 
le déclenchement ainsi que dans la propagation de la PCD liée à la HR semblent impliquer 
d’autres composantes. En effet, des plantes exprimant le transgène NahG aussi bien que le 
mutant sid2 sont toujours capables d’activer la HR en réponse à des souches avirulentes de 
Pst (Nawrath et Métraux, 1999 ; Tao et al., 2003 ). Le SA pourrait donc jouer un rôle dans 
l’amplification ou dans la potentialisation des mécanismes de défense. De plus, SA n’est pas 
la seule hormone impliquée dans la régulation de la HR. 
II.3.2. Le JA et la limitation de la HR 
Les jasmonates sont des oxylipines cycliques dérivées de la voie des octadécanoïdes. Le 
JA est une molécule capable de diffuser à travers les membranes de cellule à cellule, où il 
est perçu et exerce son action. En réponse à une agression par un agent pathogène, on 
observe une production de JA qui se traduit par l’activation de l’expression de gènes de 
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défense tels PDF1.2 ou VSP1 (Norman-Setterblad et al., 2000). Cette molécule intervient 
également dans d’autres processus physiologiques comme la fertilité, mais également dans 
la défense face aux insectes ou aux herbivores. Le JA semble être impliqué dans la 
régulation négative de la mort cellulaire. En effet, le traitement avec la fumonisine B1 de 
protoplastes du mutant jar1 (pour Jasmonic Acid Resistant 1»), un mutant altéré dans la voie 
de signalisation JA, montre que ces protoplastes développent une mort cellulaire accrue en 
comparaison avec le parent sauvage (Asai et al., 2000). De plus, le croisement entre le 
mutant « lésions spontanées » hrl1 (pour Hypersensitive Response-like Lesions 1) et coi1 
(pour COronatine Insensitive 1), affecté dans une autre composante de la voie JA, démontre 
que l’intensité ainsi que la propagation des lésions est plus importante que chez le mutant 
hrl1 seul (Devadas et al., 2002). 
II.3.2.1. Voie de signalisation associée à JA 
Dans le but d’identifier les composantes de la voie de signalisation de JA aboutissant à la 
mise en place des défenses et de la PCD, des cribles pour la recherche de mutants ont été 
effectués chez Arabidopsis sur la base d’une diminution de la sensibilité à JA, notamment au 
niveau des racines où une application de JA induit un raccourcissement. 
Le mutant jar1 est affecté dans un gène codant une protéine de la famille des luciférases 
(Staswick et al., 2002). Cette enzyme est capable de modifier le JA en le conjuguant avec 
des acides aminés, notamment l’isoleucine, ce qui rend le JA actif. Le mutant jar1 est plus 
sensible à différents agents pathogènes, notamment aux champignons Pythium irregulare et 
Botrytis cinerea, indiquant un rôle du JA dans la résistance (Staswick et al., 1998  ; Thomma 
et al., 2001). 
L’analyse du mutant mpk4, affecté dans une MAPK et dans la réponse au JA (expression 
abolie de PDF1.2 et Thi1.2 en réponse à un traitement par le JA), a permis de démontrer 
que des cascades de MAPK doivent également être impliquées dans la transmission du 
message JA (Petersen et al., 2000). Des facteurs de transcription ont également été 
identifiés comme étant inductibles par JA. Deux exemples sont ERF1 et MYC2 (ou JIN1) 
(Lorenzo et al., 2003  ; Lorenzo et al., 2004). ERF1 intègre les signaux provenant des voies 
JA et ET et sa surexpression induit l’activation de plusieurs gènes de défense, se traduisant 
par une augmentation de la résistance à plusieurs champignons nécrotrophes comme 
Botrytis cinerea, et supprime l’abolition de ces gènes conférée par la mutation coi1 (Berrocal-
Lobo et al., 2002  ; Lorenzo et al., 2003). L’étude de MYC2 a permis de démontrer que 
MYC2 et ERF1 régulaient des groupes de gènes de réponse au JA de manière différente : il 
apparaît, au moins sur les gènes testés, que les gènes induits par MYC2 sont réprimés par 
ERF1, et ceux induits par ERF1 sont réprimés par MYC2. Ces deux facteurs de transcription 
semblent donc avoir des rôles antagonistes (Lorenzo et al., 2003). 
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Figure 18 : Modèle d’action du complexe SCFCOI1 pour la régulation des réponses à JA.
Les complexes permettant l’ubiquitination des protéines sont composés d’une enzyme E1, d’une 
enzyme E2 et d’une enzyme E3. La présence de ces trois enzymes permet l’ubiquination de cibles 
spécifiques. Dans ce cas, l’enzyme E3 est le complexe SCFCOI1. Ce complexe est composé de 
Rbx1, CUL1, ASK ou ASK2 et de COI1. CUL1 s’associe à une enzyme E2 et COI1 est une 
protéine à F-Box, elle permet de lier les cibles ce qui permet leur ubiquitination et donc leur 
adressage vers le protéasome. La dégradation des cibles par cet organite induirait des réponses 
au JA.
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II.3.2.2. Rôle du complexe SCFCOI1 dans les réponses au JA 
Le mutant coi1 (pour Coronatine Insensitive 1) a été identifié sur la base de l’absence de 
l’inhibition de la croissance racinaire induite par la toxine bactérienne coronatine, une 
molécule analogue au JA (Feys et al., 1994). Ce mutant est également insensible au MeJA, 
il présente une stérilité mâle et n’est pas capable d’induire l’expression des gènes régulés 
par le JA (Penninckx et al., 1998). Il est plus sensible aux insectes herbivores et à des 
agents pathogènes (McConn et al., 1997  ; Thomma et al., 1998). COI1 code pour une 
protéine contenant des domaines LRR et un domaine de type F-Box au niveau N-terminal 
(Xie et al., 1998). Les protéines à F-Box fonctionnent comme des récepteurs qui permettent 
de recruter des protéines qui seront ubiquitinées afin d’être adressées vers le protéasome où 
elles seront détruites. Ainsi, COI1 est capable de former des complexes de type « ubiquitine 
ligase » nommés SCFCOI1. COI1 peut s’associer avec CUL1 (Culline 1), Rbx1, ASK1 ou 
ASK2 pour former une composante clef des réponses aux jasmonates qui est supposée 
pouvoir fonctionner comme des « ubiquitine ligases » de type E3 (Figure 18) (Devoto et al., 
2002  ; Xu et al., 2002). Une des cibles de ce complexe a été identifiée, une « histone 
déacetylase » (RPD3b) (Devoto et al., 2002). La dégradation de celle-ci se traduirait par une 
accessibilité plus facile à la chromatine, ce qui conduirait à l’induction de l’expression des 
gènes de réponse au JA (Lorenzo et Solano, 2005). La confirmation de l’implication de ce 
complexe SCFCOI1 a été apportée suite à l’identification du mutant jai3 (pour JAsmonate 
Insensitive 3), insensible au JA (Lorenzo et al., 2004). Cette mutation affecte un gène codant 
une protéine de fonction inconnue appartenant à une famille de 12 protéines contenant un 
domaine ZIM (pour Zinc-finger protein expressed in Inflorescence Meristems), présentant 
des similarités avec des facteurs de transcription de type ZIM1 (Shikata et al., 2004). Ces 12 
protéines ont été nommées JAZ (pour JAsmonate ZIM-domain protein). Des résultats 
récents démontrent que JAI3 ainsi que d’autres JAZ sont des cibles directes du complexe 
« SCFCOI1 E3 ubiquitine ligase », le JA induisant leur dégradation. Ces résultats suggèrent 
donc que JAI3, ainsi que d’autres JAZ, sont des répresseurs des réponses à JA (Chini et al., 
2007). En accord avec cette hypothèse, l’expression d’une forme mutée dominante de JAZ1 
empêchant sa dégradation induite par le complexe SCFCOI1 confère à la plante une 
insensibilité au JA similaire à celle observée pour le mutant coi1 (Thines et al., 2007). 
 
Le JA, molécule dérivée des acides gras, apparaît donc comme une molécule intervenant 
comme régulateur négatif de la résistance et de la HR. Les mutants étudiés ont permis de 
découvrir des acteurs de la voie JA, comme le complexe SCFCOI1, et l’identification de cibles 
de ce complexe, permettant ainsi de commencer à décrypter le mode d’action de cette 
hormone. 
INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
Figure 19 : Schéma simplifié des voies de biosynthèse et de signalisation de l’éthylène.
En absence d’éthylène, les récepteurs de l’éthylène activent la composante CTR1. CTR1 est une kinase 
de type Raf et son activation se traduit par une inhibition de EIN2, une composante centrale de la voie de 
signalisation an aval. En présence d’éthylène, les récepteurs n’activent plus CTR1, EIN2 est activée et va 
pouvoir activer les voies de signalisation permettant l’induction des réponses à l’éthylène, ceci via
l’induction, entre autres, des facteurs de transcription EIN3 et ERF1. Certains mutants des voies de 
biosynthèse et de signalisation sont indiqués en violet. Les mutations eto1, eto2 et eto3 ont pour 
conséquence la stabilisation d’ACC synthases (ACS5 pour eto1 et eto2, ACS9 pour eto3) ce qui induit 
une activation constitutive de la voie de biosynthèse de l’éthylène. RAN1 est une protéine permettant la 
mobilisation des récepteurs de l’éthylène vers la membrane plasmique.
ACC : 1-amino cyclopropane 1-carboxylic-acid, SAM synthase : S-AdoMet synthase
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II.3.3. L’éthylène : une molécule à multiples fonctions notamment 
la régulation de la HR 
II.3.3.1. Voies de biosynthèse et de signalisation de l’éthylène 
L’hormone éthylène (ET) est un gaz connu pour réguler des processus physiologiques et 
développementaux multiples comme la germination, la sénescence des fleurs et des feuilles, 
la maturation des fruits ou encore l’abscission. Elle est également impliquée dans la réponse 
des plantes à des stress biotiques et abiotiques. L’ET est synthétisé à partir des précurseurs 
S-adenosyl-methionine et 1-aminocyclopropane-1-carboxylic-acid (ACC). Plusieurs enzymes 
sont impliquées dans la biosynthèse de l’ET : il s’agit des ACC synthases (ACS) et ACC 
oxydases (ACO) (Wang et al., 2002) (Figure 19). La recherche de mutants présentant une 
triple réponse constitutive, caractérisée par une inhibition de la croissance de l’hypocotyle et 
des racines, un gonflement de l’hypocotyle et la formation d’un crochet apical quand les 
plantules sont cultivées au noir, a permis entre autres l’identification de 3 mutants, eto1, eto2 
et eto3 (pour Ethylene Overproducer). Ces mutants sont affectés dans des ACS, ACS5 pour 
eto1 et eto2, et ACS9 pour eto3, et les mutations ont pour effet la stabilisation de ces 
enzymes, une production accrue d’ET étant observée (Chae et al., 2003  ; Wang et al., 
2004). Des composantes de la voie de signalisation de l’ET ont été identifiées par un crible 
reposant sur l’absence d’une triple réponse des plantules traitées à l’ET. Ainsi, les mutants 
etr1 (pour Ethylene Response 1), etr2, ein2, ein3, ein4, ein5, hls1 (pour HookLeSs 1) et eir1 
(pour Ethylene Insensitive Root 1) ont été identifiés comme étant des composantes de la 
voie de l’ET (Guzman et Ecker, 1990  ; Chang et al., 1993  ; Roman et al., 1995 ; Sakai et 
al., 1998 ) (Figure 19). Les données obtenues jusqu’alors sur les différents processus 
régulés par l’éthylène démontrent que EIN2 (pour Ethylene Insensitive 2) est une 
composante centrale associée aux membranes. La spécificité du signal serait déterminée en 
aval de EIN2 en association avec d’autres facteurs. D’autres mutants ont été identifiés sur la 
base d’une triple réponse constitutive en absence d’ET, comme ctr1 (pour Constitutive Triple 
Response 1) ou encore ran1 (pour Responsive to ANtagonist 1) (Kieber et al., 1993  ; 
Hirayama et al., 1999). 
II.3.3.2. L’éthylène et la régulation de la HR 
Durant une interaction plante-agent pathogène, la production d’ET est une réponse rapide 
et active répondant à la perception de l’agent pathogène et associée à l’expression de gènes 
de défense (Boller, 1991). Le rôle de l’ET dans la mise en place de la HR reste encore assez 
énigmatique. Des traitements avec cette molécule sont connus pour induire une 
augmentation de la résistance ou de la sensibilité selon l’interaction considérée (Van Loon et 
Pennings, 1993  ; Diaz et al., 2002). Cependant, l’ET, comme le SA, n’est pas capable 
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d’induire seul la mort cellulaire, mais est nécessaire pour induire la PCD et le « burst » 
oxydatif associé, notamment sur des cultures cellulaires de Tabac (de et al., 2002). Des 
données obtenues sur le mutant rcd1 démontrent l’importance de l’ET dans la régulation de 
la mort cellulaire induite par l’ozone et indique un possible effet de l’ET sur la production des 
ROS, et donc sur la mise en place de la HR (Overmyer et al., 2000). 
L’analyse de certains mutants « lésions spontanées » (acd5, hrl1 et dll1) démontre que le 
développement des lésions de type HR est accompagnée de la production d’ET, et de 
l’expression du marqueur PDF1.2, marqueur spécifiquement induit par les voies JA et ET 
(Greenberg et al., 2000  ; Devadas et al., 2002  ; Pilloff et al., 2002). Des traitements à l’ET 
réalisés sur le mutant acd1 induisent une accélération et une amplification de la mort 
cellulaire induite par la mutation (Greenberg et Ausubel, 1993). Des croisements réalisés 
entre des mutants « lésions spontanées » (cpr5, pour Constitutive expressor of PR genes 5, 
acd5, pour Accelerated Cell Death 5) et le mutant ein2 de la voie ET ont permis de 
démontrer que l’ET pouvait jouer un rôle dans la cinétique d’apparition et dans l’amplification 
de la mort cellulaire, les doubles mutants cpr5/ein2 et acd5/ein2 présentant un délai dans 
l’apparition des lésions ainsi qu’une atténuation en comparaison avec cpr5 et acd5, 
respectivement (Clarke et al., 2000b  ; Greenberg et al., 2000). Le mutant ein2 présente une 
augmentation de la sensibilité aux agents pathogènes nécrotrophes Botrytis cinerea et 
Erwinia carotovora (Thomma et al., 1999  ; Norman-Setterblad et al., 2000), mais ne 
présente pas de modification de la résistance à Pst et à Xanthomonas campestris pv. 
campestris (Xcc), même si une diminution des symptômes est observée sur les plantes 
infectées (Bent et al., 1992  ; Lawton et al., 1994). Ces résultats semblent indiquer que l’ET 
serait plus particulièrement impliqué dans la régulation de la résistance contre les agents 
pathogènes nécrotrophes. Cependant, de nombreuses données ont été obtenues, parfois 
contradictoires, et démontrent la complexité de la régulation de la résistance par l’ET 
(Broekaert et al., 2006). 
II.3.3.3. L’éthylène et son implication dans la PCD liée à la 
maladie 
L’ET pourrait jouer un rôle durant la HR, mais aussi au cours de la maladie. Dans les 
deux cas, des formes de PCD sont observées (Greenberg, 1997). Ainsi, les symptômes de 
mort cellulaire observés chez le mutant insensible à l’ET Nr (pour Never Ripe) de la Tomate, 
en réponse à des souches virulentes de Xanthomonas campestris pv vesicatoria et de Pst, 
sont réduits (Lund et al., 1998). De plus, les mêmes observations ont été obtenues chez le 
mutant ein2 d’Arabidopsis (Bent et al., 1992).  
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Ces données indiquent donc un rôle de l’ET dans l’établissement des symptômes 
associés à la maladie, mais également dans l’établissement de la mort cellulaire associée à 
la HR. 
II.3.4. Interactions entre SA, JA et ET : un réseau complexe 
Il existe des interconnections entre les différentes voies hormonales permettant le 
contrôle de la mise en place de la HR. Le SA et l’ET sont connus pour être des régulateurs 
positifs de la propagation de la mort cellulaire associée à la HR, tandis que le JA est plutôt 
impliqué dans la limitation de cette mort cellulaire. Cependant, cette vision simplifiée est 
complexifiée par l’existence d’interconnections entre les différentes voies de signalisation 
hormonale. Notamment, selon les événements étudiés, les interactions peuvent être 
antagonistes ou synergiques. Le plus souvent, deux grandes voies peuvent être définies : la 
voie SA et la voie regroupant ET et JA.  
II.3.4.1. Interactions entre SA et JA 
La plupart des interactions entre SA et JA consistent en des répressions mutuelles, mais il 
a été démontré que quelques gènes peuvent être induits par une application exogène de SA 
mais également par une application exogène de JA (Schenk et al., 2000  ; Kunkel et Brooks, 
2002  ; Glazebrook et al., 2003). Des mutations se traduisant par une augmentation de la 
production de SA sont associées avec une diminution des réponses au JA (Petersen et al., 
2000  ; Kariola et al., 2005). Le blocage de la voie SA par les mutations sid1 et sid2 se 
traduit par une augmentation de la production de JA après une inoculation avec Pst en 
comparaison avec le parent sauvage, indiquant ici une interaction antagoniste entre SA et JA 
(Heck et al., 2003). De plus, NPR1, une composante de la voie SA, est nécessaire à 
l’inhibition de la voie JA par SA, mais contrairement à ce qui a été décrit dans le paragraphe 
II.3.1.2., la localisation nucléaire de NPR1 n’est pas nécessaire à cette modulation. NPR1 
aurait donc une deuxième fonction cytosolique permettant la régulation de la voie JA (Spoel 
et al., 2003). Dans le cas des mutants ssi2 et fab2, deux mutants affectés dans des « steroyl 
ACP desaturases » et qui présentent une activation constitutive de la voie SA, l’expression 
de PDF1.2 induite par JA est affectée. Ces deux enzymes pourraient être à l’origine d’un 
signal lipidique qui jouerait le rôle de modulateur des interactions entre ces deux voies 
(Kachroo et al., 2003). Le facteur de transcription WRKY70 semble jouer un rôle dans ces 
interactions. La surexpression de ce gène résulte en l’activation constitutive de la voie SA, et 
sa suppression se traduit par une induction des gènes de réponse à JA, de façon 
dépendante de COI1. Cependant, la production de ces deux hormones n’est pas affectée 
dans ces lignées, indiquant que WRKY70 pourrait être un point d’intégration des signaux SA 
et JA en aval de la production de ces deux molécules (Li et al., 2004). 
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Figure 20 : Schéma simplifié des voies de signalisation menant à la résistance et/ou à la mort 
cellulaire hypersensible chez les plantes.
Les voies précoces de signalisation induites spécifiquement par la reconnaissance d’un agent 
pathogène par les protéines de résistance sont indiquées ainsi  que les voies hormonales induites par 
cette reconnaissance. Quelques composantes des voies ainsi que quelques protéines de défense 
associées à ces voies sont indiquées.
SA : Salicylic Acid, ET : Ethylène, JA : Jasmonic Acid, PCD : Programmed Cell Death.
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II.3.4.2. Interactions entre SA et ET 
L’ET est capable d’interagir avec la voie SA. Les mutants cpr5 et cpr6 expriment tous les 
deux les marqueurs de défense PR-1 et PDF1.2 en absence de tout agent pathogène. 
L’expression de PR-1 chez ces mutants est dépendante de SA, mais partiellement 
dépendante de NPR1, indiquant l’existence d’une voie d’activation de PR-1 indépendante de 
NPR1 (Clarke et al., 2000b). L’expression de PR-1 est abolie uniquement dans les triples 
mutants cpr5/npr1/ein2 et cpr6/npr1/ein2, et ne l’est pas chez les doubles mutants cpr5/npr1 
et cpr5/npr1. Ces résultats suggèrent l’existence d’interactions entre la voie SA et la voie ET, 
celles-ci étant indépendantes de NPR1. De plus, le mutant ssi1, qui restaure l’expression de 
PR-1 abolie chez le mutant npr1, accumule de façon constitutive les transcrits PDF1.2 de 
façon SA-dépendante. Ces données suggèrent que SSI1, en association avec CPR5 et 
CPR6, doit participer à la régulation des interactions entre la voie SA et la voie de l’ET (Shah 
et al., 1999). D’autres données appuyant cette idée ont été obtenues par l’étude du mutant 
edr1. Alors que les plantes sauvages sont incapables d’accumuler PR-1 après traitement à 
l’ET, PR-1 est fortement exprimé chez edr1 après traitement à l’ET. Dans ce cas, l’ET 
potentialise l’expression de PR-1 induite par le SA, et EDR1 régule négativement ce 
processus (Frye et al., 2001). 
II.3.4.3. Interactions entre JA et ET 
Les voies ET et JA interagissent entre elles. La plupart des réponses de défense sont 
spécifiques d’une seule de ces deux hormones. Par exemple, l’induction de PR5 est 
spécifique de la voie ET, alors que l’induction de PDF1.2, une autre protéine de défense, 
nécessite la présence des 2 voies fonctionnelles. Les mutants ein2 et jar1 d’Arabidopsis, 
respectivement traités avec du MeJA ou de l’ET, sont incapables d’accumuler des transcrits 
PDF1.2, alors que l’expression du gène est détectée chez le parent sauvage. Ceci indique 
que dans ce cas, les deux hormones ont un effet synergique et sont nécessaires à 
l’expression de ce marqueur de défense (Figure 20). D’autres gènes sont induits par la 
présence de ces deux hormones et la régulation de leur expression pourrait se faire par 
activation transcriptionnelle (Penninckx et al., 1998). 
 
L’ensemble des hormones, en association avec les ROS et le NO, représente un réseau 
de régulation complexe qui permet à la plante d’activer et de moduler les mécanismes de 
défense et la HR en réponse à une agression par un agent pathogène. Ce réseau de mise 
en place de la PCD peut être résumé dans le modèle présenté dans les figures 20 et 21. 
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Figure 21 : Régulation hormonale de la mort cellulaire et rôle des ROS.
La reconnaissance de l’agresseur se traduit par l’activation de la protéine RBOH (NADPH oxydase 
responsable de la production des ROS), par des flux ioniques et des cascades de signalisation, par une 
production de ROS et une production de SA qui ont pour conséquence l’initiation de la mort cellulaire. 
L’éthylène est également produit au cours de cette phase et l’interaction entre SA et l’ET se traduit par 
une inhibition de la voie JA. En parallèle, des signaux sont émis vers les cellules voisines : ROS et NO 
participeraient à la signalisation enclenchant les défenses, l’éthylène serait impliqué dans la mise en 
place de la potentialisation des cellules voisines à répondre à ces signaux et SA potentialiserait et 
amplifierait ces signaux. 
Au cours de la propagation des lésions, SA et ET participent à la production des ROS et à l’amplification 
de la mort cellulaire tout en inhibant la voie JA. Au cours de la phase de limitation, JA a pour rôle 
l’inhibition de la mort cellulaire ainsi que des voies SA et ET.
Modifié d’après Overmyer et al., 2003.
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II.4. Rôles des lipides dans la mise en place de la PCD 
Les signaux intracellulaires dérivés du métabolisme des lipides sont reconnus à l’heure 
actuelle comme des médiateurs de la PCD liée à la HR. Deux mutants affectés dans la 
réponse à des agents pathogènes, eds1 et pad4, sont affectés dans des gènes codant pour 
des protéines de type « triacylglycerol lipases » (Falk et al., 1999  ; Jirage et al., 1999). Ces 
composantes des voies précoces de signalisation lors d’une interaction avec un agent 
pathogène sont nécessaires à la mort cellulaire observée chez plusieurs mutants « lésions 
spontanées » comme lsd1, cpr1 ou vad1 (Lorrain et al., 2003  ; Lorrain et al., 2004). Ces 
données indiquent la participation de la signalisation médiée par les lipides à la signalisation 
ainsi qu’à l’activation de la PCD liée à la HR. 
Les lipides représentent également une cible des ROS. L’action des ROS sur les lipides 
aboutit à la production de peroxylipides. Notamment, lors de l’interaction entre Cladosprium 
fulvium et la Tomate, l’accumulation des ROS est observée en même temps que l’induction 
des peroxylipides (May et al., 1996). Cependant, les ROS ne sont pas les seuls à permettre 
la génération des péroxylipides. En effet, les premières réactions permettant leur synthèse 
sont en effet dues aux ROS, mais ceux-ci sont relayés par la suite par une lipoxygénase 
(LOX) qui permet leur génération en catalysant la conversion d’acides gras poly-insaturés en 
hydropéroxydes conjugués qui seront transformés en oxylipines (dont les jasmonates) 
(Howe et Schilmiller, 2002). Les LOX sont induites au cours de la HR induite par 
Xanthomonas campestris pv. malvacearum chez le Coton (Jalloul et al., 2002  ; Marmey et 
al., 2007) et au cours de la HR induite par la cryptogéine chez le Tabac (Davoine et al., 
2006). L’activation des LOX et la peroxydation des lipides sont donc liées à la HR, mais leur 
mode d’action reste encore mal connu (Rustérucci et al., 1999). 
Après induction des réponses de défense, une production d’acide phosphatidique est 
également observée et ceux-ci peuvent être produits par la phospholipase D (PLD) à partir 
de phosphatidylcholine ou par la phosphorylation du diacylglycerol par une kinase (Munnik et 
al., 2000). Cette PLD est activée par l’acide oléique, et une déficience en acide oléique chez 
le mutant ssi2 (pour Suppressor of SA Insensitivity 2) se traduit par l’apparition spontanée de 
lésions de type HR (Kachroo et al., 2001), ce phénotype pouvant s’expliquer par la 
diminution de la production d’acide phosphatidique chez ce mutant. Dans ce cas, cet acide 
doit jouer un rôle de régulateur négatif de la mort cellulaire. De plus, d’autres lipases 
semblent impliquées dans la régulation négative de la HR, comme par exemple SABP2 
(pour Salicylic Acid Binding Protein 2). Le « silencing » de cette lipase chez le Tabac se 
traduit par une augmentation de la taille des lésions HR en réponse au TMV (Kumar et 
Klessig, 2003). 
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Le mutant acd11 (pour Accelerated Cell Death 11), affecté dans une protéine de transfert 
des sphingosines, présente spontanément des lésions de type HR (Brodersen et al., 2002). 
Dans ce cas, ACD11 pourrait participer au transfert des sphingolipides entre les membranes 
mais pourrait également représenter un co-facteur pour une autre enzyme nécessitant des 
sphingolipides : l’absence de ce co-facteur se traduirait par la mise en place de la HR. Un 
autre mutant de type acd, acd5, est affecté dans un gène de ceramide kinase (CERK) et 
présente une accélération de la mort cellulaire en réponse à Pst (Liang et al., 2003). Les 
céramides sont des sphingolipides qui participent à la mise en place de l’apoptose chez les 
animaux (Hannun et Obeid, 2002). Les céramides sont capables de déclencher la PCD chez 
les plantes, alors que leur conversion par les CERK en céramides phosphorylés est capable 
de diminuer la PCD dans des protoplastes d’Arabidopsis (Koga et al., 1998). Ces données 
indiquent donc un rôle de ces sphingolipides dans la mise en place de la PCD. 
Le facteur de transcription AtMYB30 d’Arabidopsis est un régulateur positif de la mise en 
place de la HR (Vailleau et al., 2002). La surexpression de ce facteur de transcription se 
traduit par une accélération de la mise en place de la HR chez Arabidopsis en réponse à 
PstDC3000/avrRpm1 et Xcc147. L’analyse de lignées n’exprimant plus ce facteur de 
transcription (lignées antisens et mutants KO) et de lignées le surexprimant démontre que 
celui-ci pourrait contrôler, entre autres, l’expression de gènes codant des « acyl-coA 
elongase », enzymes impliquées dans la synthèse des acides gras à très longue chaîne 
(VLCFA, pour Very Long Chain Fatty Acid). De plus, des croisements entre des lignées 
surexprimant le facteur de transcription AtMYB30 et le mutant fatB, affecté dans un gène 
codant une « acyl-coA thioesterase », enzyme impliquée dans la biosynthèse des VLCFA, 
abolit le phénotype d’accélération de la HR conféré par la surexpression d’AtMYB30 
(Raffaele et al., 2006) ; Raffaele et al., soumis pour publication). Ces résultats indiquent que  
ce facteur de transcription exerce un rôle de régulateur positif de la mise en place de la HR, 
via le contrôle de la biosynthèse des VLCFA, ou un contrôle de la synthèse de dérivés de 
ces acides gras. 
 
L’ensemble de ces données démontre donc que les lipides sont impliqués dans la 
régulation des mécanismes liés à la PCD, notamment lors de la HR et semblent être des 
signaux régulant la HR, comme le démontre les fonctions de certains gènes identifiés par la 
recherche de mutants affectés dans la régulation de la PCD, ou encore par les profils 
d’expression de gènes impliqués dans le métabolisme des lipides. 
II.5. Acteurs impliqués dans l’exécution HR 
Comme précédemment décrit, la perception de l’agent phytopathogène lors d’une 
interaction incompatible se traduit par la mise en place d’un mécanisme actif aboutissant à 
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une mort cellulaire programmée, très étroitement régulée par nombre de molécules signaux, 
la HR. Durant cette réaction, la mort cellulaire n’est pas le fait d’une destruction des cellules 
par l’agent pathogène, mais correspond bien à l’activation de programmes génétiques se 
traduisant par la synthèse et l’activation de protéines « d’exécution » qui conduiront au 
sacrifice de certaines cellules afin de protéger l’intégrité de l’ensemble de la plante. 
II.5.1. Preuves d’un contrôle génétique 
La HR est un processus impliquant des mécanismes actifs au sein des cellules. Elle 
implique l’activation de mécanismes de transcription et de traduction permettant un 
remodelage de l’activité physiologique de la cellule (Dangl et al., 1996  ; Zou et al., 2005). 
Par exemple, lors de l’interaction entre Arabidospis et le virus de la mosaïque du Concombre 
Y (CMV Y, pour Cucumber Mosaic Virus Y), une analyse transcriptomique a permis de 
mettre en évidence que 444 gènes appartenant à 9 grandes classes fonctionnelles étaient 
induits (Marathe et al., 2004). D’autre part, 27 gènes induits spécifiquement et très 
précocement au cours de la HR en réponse à la souche avirulente Xcc147 sur des cultures 
cellulaires d’Arabidopsis (gènes Athsr) ont été identifiés par criblage différentiel (Lacomme et 
Roby, 1999). Par ailleurs, la présence de la lumière, et plus particulièrement de 
phytochromes fonctionnels, est nécessaire à l’établissement de la HR. Les mutants phyA et 
phyB chez Arabidopsis présentent une diminution de la résistance à PstDC3000/avrRpt2, et 
la HR est fortement diminuée quand les plantes sont cultivées dans l’obscurité ou en faible 
lumière (Genoud et al., 2002). L’intégration des signaux environnementaux par la plante est 
une étape essentielle dans la mise en place de la HR, que ce soit pour la lumière mais 
également pour la température et l’hygrométrie (Jambunathan et al., 2001). De plus, certains 
mutants « lésions spontanées », qui seront présentés plus tard, présentent des phénotypes 
conditionnels notamment à la lumière.  
Des données supplémentaires permettant de définir la HR comme un processus actif au 
sein des cellules végétales ont été obtenues par l’expression de transgènes chez les 
plantes. L’expression de Bax, un membre de la famille pro-apoptotique Bcl2 présent chez les 
animaux, est capable d’induire une mort cellulaire similaire à la HR quand il est exprimé chez 
le Tabac (Figure 24). Cette mort cellulaire est bloquée par l’application d’inhibiteurs de 
phosphatases, indiquant qu’un processus actif est lié à cette mort cellulaire (Lacomme et 
Santa Cruz, 1999). L’expression de gènes d’origine bactérienne agissant comme éliciteurs 
(avrRpt2, elicitin ou avr9) est capable d’induire la mort cellulaire, ceux-ci étant reconnus 
spécifiquement et résultant en l’activation des voies conduisant à la HR (Culver et Dawson, 
1991) (Hammond-Kosack et al., 1994  ; McNellis et al., 1998  ; Keller et al., 1999). 
L’expression ectopique de gènes de résistance de plantes est également capable d’induire 
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Figure 22 : Paracaspases et métacaspases : deux familles de protéines de type caspase.
Les caspases possèdent un domaine C-terminal à activité caspase (domaine blanc) et dans 
certains cas un, ou plusieurs domaines d’oligomérisation CARD ou DED. Les paracaspases et les 
métacaspases possèdent un domaine protéolytique de type caspase (domaines rouges et bleus) et 
d’autres domaines de type « Death Domain » (DD), des domaines riches en proline (Pro), des 
domaines de type Ig ou encore un domaine de type Zinc-finger (Zn) ressemblant au domaine Zn
présent chez la protéine LSD1 d’Arabidopsis.
D’après Uren et al., 2000.
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des lésions de type HR : c’est le cas pour Pto chez la Tomate et pour RPW8 chez 
Arabidopsis (Xiao et al., 2001a  ; Xiao et al., 2003). 
II.5.2. Acteurs de la mort cellulaire chez les plantes 
II.5.2.1. Acteurs identifiés par la recherche d’homologues des 
régulateurs apoptotiques chez les animaux 
II.5.2.1.1. Activités de type caspases 
Chez les animaux, les caspases hydrolysent des ponts peptidiques au niveau de la partie 
C-terminale de leur substrat. En utilisant des oligopeptides synthétiques, « substrats » des 
caspases, et des inhibiteurs de caspases, des activités de type caspase ont pu être mises en 
évidence chez les plantes (Bozhkov et al., 2004). Cependant, la recherche in silico 
d’homologues des caspases n’a pas permis de mettre en évidence la présence dans le 
génome des plantes de tels homologues. La recherche dans d’autres organismes 
d’homologues des caspases avait permis initialement l’identification de séquences 
éloignées, avec toutefois des similarités statistiquement significatives : chez Dictyostelium 
discoideum, un organisme eucaryote proche des cellules animales pouvant vivre à l’état 
unicellulaire ou pluricellulaire, chez le nématode Caenorhabditis elegans et chez l’Homme. A 
partir de ces données, une nouvelle recherche a été effectuée et a permis de mettre en 
évidence l’existence de deux familles présentant des activités de type caspase (Uren et al., 
2000) : les paracaspases, présentes chez les animaux (Yu et Lenardo, 2003), et les 
métacaspases, présentes chez les plantes (Hoeberichts et al., 2003  ; Watanabe et Lam, 
2005  ; Vercammen et al., 2006), les champignons (Uren et al., 2000) et les protozoaires 
(Szallies et al., 2002  ; Helms et al., 2006) (Figure 22). Chez les plantes, il existe deux types 
de métacaspases, selon qu’elles possèdent (Type I) ou non (Type II) une extension N-
terminale riche en glutamine ou en proline. Cette extension ressemble au prodomaine qui 
doit être clivé chez les caspases pour que celles-ci deviennent actives. Chez Arabidopsis, 9 
métacaspases putatives ont été identifiées, 3 d’entre elles appartenant à la classe I et 6, à la 
classe II (Uren et al., 2000). Chez la Tomate, deux homologues ont été identifiés et la 
métacaspase LeMCA1 est induite suite à une infection avec Botrytis cinerea (Hoeberichts et 
al., 2003), indiquant ainsi un rôle possible dans les processus liés à l’activation de la HR. 
L’expression contrôlée dans le système hétérologue de la levure de deux métacaspases 
d’Arabidopsis, AtMCP1b et AtMCP2b, a permis de mettre en évidence que ces 2 protéases 
induisaient significativement la mort cellulaire, cette activation nécessitant un site catalytique 
intact contenant des cystéines, et pouvant être inhibée par des inhibiteurs spécifiques des 
caspases (Watanabe et Lam, 2005). Ces résultats suggèrent que l’expression de ces 2 
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Figure 24 : Induction de la PCD chez le mutant Atbi1 et chez le parent sauvage après 
un traitement avec la toxine fongique fumonisine B1.
A : Observation du dépôt de callose observé au cours de la PCD. B : Observation de 
l’autofluorescence associée à la PCD. Ces résultats démontrent que le mutant Atbi1
présente une PCD plus importante que le parent sauvage après ce traitement et démontrent
que AtBI1 joue un rôle de régulateur négatif de la PCD.   
D’après Watanabe et Lam, 2006.
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Figure 23 : Phénotypes associés avec l’expression de BAX chez les plantes.
A : HR déclenchée par le virus de la mosaïque du Tabac (TMV) sur l’écotype résistant Nicotiana 
edwarsonii.
B : Mort cellulaire induite sur N. edwarsonii par l’expression ectopique de BAX.
C: Absence de HR quand le même virus utilisé en A est infiltré sur l’écotype N. benthamiana.
D’après Lacomme et al., 1999.
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métacaspases a pour conséquence l’activation d’autres protéases qui sont nécessaires à 
l’induction de la mort cellulaire chez la levure, et qu’un rôle similaire peut être envisagé chez 
les plantes. De plus, des travaux récents démontrent également l’existence d’un inhibiteur de 
protéase à sérine, la serpine 1, capable d’inhiber la fonction protéase de la métacaspase 
AtMC9 chez Arabidopsis (Vercammen et al., 2006). Il a été montré que l’oxyde nitrique (NO) 
pouvait « S-nitrosyler » la forme inactive de AtMC9 ce qui a pour conséquence l’inhibition de 
l’autoactivation et de l’activité protéase de celle-ci (Belenghi et al., 2007). 
Cependant, peu de preuves directes de l’activité de ces protéases lors de la PCD ont été 
obtenues. La métacaspase mcII-Pa de l’Epicéa (P. abies) est impliquée dans les 
mécanismes de PCD liés à l’embryogenèse, celle-ci participant au désassemblage de 
l’enveloppe nucléaire et à la fragmentation de l’ADN. De plus, une mutation au niveau du 
centre catalytique de cette protéase abolit cette activité, et suggère que cette métacaspase 
est un exécutant de la PCD et qu’il existe un lien fonctionnel entre celle-ci et le 
développement de l’embryon (Bozhkov et al., 2005). 
II.5.2.1.2. Régulateurs de type BI-1 (BAX-inhibitor-
1) 
Chez les animaux, une classe de régulateurs de type BCL-2 est importante pour 
potentialiser les signaux de mort cellulaire (cf paragraphe 1.2.2.) (Baehrecke, 2002). La 
recherche chez les plantes d’homologues de cette famille n’a pas pu mettre en évidence 
l’existence de régulateurs de ce type. Cependant, l’expression chez les plantes du régulateur 
pro-apoptotique BAX active les mécanismes de PCD, alors que l’expression des facteurs 
anti-apoptotiques BCL2 ou BCL-XL permet la protection des cellules contre l’activation des 
mécanismes de PCD (Lam et al., 2001). De plus, comme déjà évoqué, l’expression de BAX 
chez le Tabac peut induire des nécroses de type HR et l’expression de PR-1 (Lacomme et 
Santa Cruz, 1999) (Figure 23). La recherche dans le génome des plantes d’homologues de 
facteurs anti-apoptotiques identifiés chez les animaux, a permis l’identification d’homologues 
de BI-1 (pour BAX Inhibitor-1) et l’étude de leur expression a montré qu’ils étaient exprimés 
lors d’interactions plantes-agents pathogènes (ou de celui présent chez le Riz) permet de 
supprimer la PCD induite par l’expression de BAX (Kawai-Yamada et al., 2001). La mutation 
chez Arabidopsis de AtBI-1 provoque une accélération de la mort cellulaire induite par le 
traitement avec la toxine de champignon fumonisine B1 et par un choc thermique (Watanabe 
et Lam, 2006), indiquant ainsi un rôle direct de cette protéine dans la régulation de la PCD 
induite par des stress biotiques et abiotiques (Figure 24). Deux autres homologues de AtBI-1 
sont présents dans le génome d’Arabidopsis, AtBI-2 et AtBI-3, mais leur fonction reste 
inconnue.  
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Figure 25 : La vacuole comme réservoir d’acteurs de la PCD.
Les VPE (Vacuolar Processing Enzymes) ainsi que d’autres enzymes sont adressées vers la 
vacuole sous la forme de précurseurs inactifs. Les VPE sont des enzymes clef des processus
associés à la vacuole. Celles-ci, une fois activées sont capables d’activer d’autres protéines et 
sont capables de s’autoactiver et ainsi de participer à la mise en place de la PCD.
D’après Hatsugai et al., 2006.
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II.5.2.1.3. Régulateurs de type DAP/AIF 
Chez les animaux ainsi que chez d’autres organismes comme les plantes, des 
mécanismes de PCD différents de l’apoptose existent et font intervenir des mécanismes 
indépendants de l’activation des caspases. De tels mécanismes existent notamment chez 
les plantes, et impliquent des homologues des protéines de type DAP (pour Death 
Associated Proteins) et AIF (pour Apoptosis-Inducing Factor) (Lorenzo et al., 1999  ; Bialik et 
Kimchi, 2006). Les protéines DAP contiennent plusieurs classes de protéines différentes, et 
sont impliquées dans la mort cellulaire induite par l’interferon γ, par Fas/CD95/APO1 et par 
TNF α (Bialik et Kimchi, 2006). Chez Arabidopsis, plusieurs homologues des DAP ont été 
identifiés, mais leur fonction reste à l’heure actuelle inconnue. AIF est une flavoprotéine, 
possédant une activité « NADPH oxydase » et une activité « monodehydro-ascorbate 
reductase », qui, chez les animaux, est impliquée dans des pathologies associées à une 
augmentation de l’apoptose comme lors d’une infection HIV-1 ou encore lors d’attaques 
cardiaques. Après la perméabilisation de la mitochondrie, AIF est adressée vers le noyau où 
elle a une activité sur la condensation de la chromatine et sur le fragmentation de l’ADN 
(Penninger et Kroemer, 2003). Chez les plantes, cinq homologues d’AIF ont été identifiés 
mais leur fonction demeure inconnue (Cande et al., 2002). 
II.5.2.2. Autres acteurs 
La vacuole joue un rôle essentiel dans les mécanismes liés à la PCD (van Doorn, 2005). 
Celle-ci semble avoir un rôle de stockage de protéases et de nucléases nécessaires au 
recyclage des composés intracellulaires.  
Une grande variété de protéines sont synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique 
comme des précurseurs de protéines, puis sont acheminées vers la vacuole. Ces protéines, 
à la manière des caspases animales, nécessitent d’être clivées afin de produire des formes 
matures de protéases. L’un des événements clef permettant de réguler les mécanismes de 
PCD est l’activation d’une protéase vacuolaire à cystéine, qui permet la maturation et/ou 
l’activation d’autres enzymes (Figure 25). La VPE (pour Vacuolar Processing Enzyme) 
s’autoactive dans la vacuole, aucun autre facteur ne semblant être nécessaire à son 
activation (Hiraiwa et al., 1999  ; Kuroyanagi et al., 2002). Des fonctions similaires ont été 
démontrées pour un orthologue animal de VPE, une « asparaginyl endopeptidase », 
responsable de la maturation de 3 enzymes hydrolytiques des lysosomes, organelles 
similaires à la vacuole de la plante (Shirahama-Noda et al., 2003). Des études biochimiques 
ont montré que cette VPE possédait une activité de type caspase-1, retrouvée chez les 
animaux. Chez Arabidopsis, 4 formes de VPE ont été identifiées (αVPE, βVPE, γVPE et 
δVPE) et classées en 2 catégories selon leurs homologies et leur profil d’expression (Hara-
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Nishimura et al., 2005). Le quadruple mutant dans les 4 formes de VPE chez Arabidopsis ne 
développent plus la mort cellulaire induite par la toxine fumonisine B1 (Kuroyanagi et al., 
2005). La forme δVPE est indispensable au développement de la graine (Nakaune et al., 
2005). La forme γVPE est induite en réponse à une inoculation avec différentes souches de 
Pst. Cette γVPE démontre une activité de type caspase-I in vitro, activité qui est détectée 
durant une interaction avec Pst. De plus, la surexpression de cette VPE se traduit par une 
augmentation des fuites d’ions durant l’interaction avec Pst, suggérant qu’elle doit exercer un 
rôle sur la mise en place de la HR. La mutation altérant le gène codant pour γVPE induit une 
diminution de la résistance à Pst et Botrytis cinerea. L’ensemble de ces résultats suggère 
que la γVPE est impliquée dans la mise en place de la HR chez Arabidopsis (Rojo et al., 
2004). Chez le Tabac, une VPE a été identifiée et est impliquée dans la mise en place de la 
HR induite par le virus de la mosaïque du Tabac (TMV pour Tobacco Mosaic Virus), la perte 
de fonction de cette VPE se traduisant par une forte diminution de la HR (Hatsugai et al., 
2004). L’expression chez le Tabac d’une protéine chimérique AtCNGC11/12 se traduit par 
une apparition spontanée de lésions de type HR. En utilisant un système de suppression de 
l’expression de la VPE (VIGS), les auteurs ont démontré que le rôle de cette VPE chez le 
Tabac lors de la mise en place de la PCD liée à la HR, les plantes présentant un retard de 
l’apparition des lésions et une diminution de leur intensité lors de la mise en place de la HR 
(Urquhart et al., 2007). 
Ces protéases ne sont pas les seules enzymes contenues dans la vacuole. En effet, chez 
les cellules de Zinnia activant la PCD, la fragmentation de l’ADN prend place une fois le 
collapse de la vacuole observé, et après un laps de temps très court (Obara et al., 2001). 
Ceci indique que la vacuole doit contenir des enzymes permettant la dégradation de l’ADN. 
Plusieurs endonucléases ont été identifiées dans les cellules activant la PCD, mais peu de 
données confirment leur implication dans la PCD (Sugiyama et al., 2000). La vacuole est 
donc un organite permettant le stockage d’enzymes qui une fois activées, enclencheront les 
processus physiologiques associés à la PCD. 
 
En résumé, les mécanismes associés à la PCD végétale sont très complexes, ceux- ci se 
mettant en place tout au long de la vie de la plante, et en réponse à des stress biotiques et 
abiotiques. Ainsi, il n’existe pas un cas de PCD végétale mais plusieurs, selon l’événement 
étudié. Les mécanismes de la HR peuvent être régulés par des homologues de facteurs 
apoptotiques présents chez les animaux, mais très peu d’entre eux ont été identifiés sur la 
base de leur homologie avec les acteurs animaux. Il apparaît donc que les plantes ont 
développé des processus spécifiques, impliquant de multiples acteurs mais dont la nature, le 
rôle et les interactions sont encore peu connus en comparaison avec les systèmes animaux.  
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Figure 26 : Modèle génétique proposé pour expliquer les différents types de LMM.
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II.5.2.4. Les LMM : un outil ayant fait ses preuves pour déchiffrer 
les mécanismes de contrôle de la HR 
Dans le but d’identifier des gènes impliqués dans le contrôle et l’exécution de la mort 
cellulaire associée à la HR, l’une des approches développées et qui a porté ses fruits, est de 
rechercher des mutants présentant une dérégulation de la mort cellulaire, et plus 
particulièrement la recherche de mutants présentant spontanément des lésions de type HR 
(LMM, pour Lesion-Mimic Mutants). Plusieurs mutants ont été initialement identifiés chez le 
Maïs (Hoisington et al., 1982), puis dans d’autres plantes comme le Riz (Takahashi et al., 
1999), l’Orge (Wolter et al., 1993) ou encore Arabidopsis (Greenberg et Ausubel, 1993  ; 
Dietrich et al., 1994).  
Ces mutants présentent des phénotypes différents, de par leur conditionnalité, la 
cinétique d’apparition des lésions, et aussi la couleur ou la taille des lésions. Basées sur ces 
différences de phénotype, deux classes de LMM ont pu être définies : la classe des mutants 
d’initiation, qui regroupe des mutants présentant des lésions de taille finie, et la classe des 
mutants de propagation, qui regroupe des mutants incapables de contrôler l’extension des 
lésions. Cette classification est basée sur l’idée que deux mécanismes différents sont 
impliqués dans la régulation de la PCD : un mécanisme contrôlant l’initiation de la PCD, et 
un mécanisme régulant sa suppression (Figure 26). 
II.5.2.4.1. Identification des LMM 
A l’heure actuelle, 41 LMM ont été isolés chez Arabidopsis (Tableau 2). Parmi eux, 
seulement six mutants de propagation ont été identifiés : les mutants acd1, acd2 et acd11 
(pour Accelerated Cell Death), lsd1 (pour Lesion Simulating Disease resistance response), 
dll1 (pour Disease-Like Lesion) et vad1 (pour Vascular-Associated Death, antérieurement 
nommé svn1 pour Spontaneous Vessel Necrosis) (Greenberg et Ausubel, 1993  ; Dietrich et 
al., 1994  ; Greenberg et al., 1994  ; Brodersen et al., 2002  ; Pilloff et al., 2002  ; Lorrain et 
al., 2004). 
Concernant la classe des mutants d’initiation, de nombreux mutants ont été isolés, les 
mutants acd5 et acd6, lsd2, lsd3, lsd4, lsd5, lsd6 et lsd7, cpn1 (pour CoPiNe), lin2 (pour 
Lesion INitiation), len1 (pour LEsion iNitiation), hrl1 (pour Hypersensitive Response-like 
Lesions), hlm1 (pour HR-like Lesion Mimic) }, cad1 (pour Constitutive Activated cell Death), 
shl1 (pour Sensitive to Low Humidity) et nsl1 (pour Necrotic Spotted Lesions) (Dietrich et al., 
1994  ; Weymann et al., 1995  ; Rate et al., 1999  ; Greenberg et al., 2000  ; Ishikawa et al., 
2001  ; Jambunathan et al., 2001  ; Devadas et al., 2002  ; Balagué et al., 2003  ; Ishikawa, 
2005  ; Morita-Yamamuro et al., 2005  ; Noutoshi et al., 2005  ; Noutoshi et al., 2006). Ces 
mutants présentent relativement peu de cellules mortes, les lésions étant très petites voire 
microscopiques. Au delà d’un phénotype d’apparition des lésions chez ces mutants, 
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Mutant Type de lésions Fonction de la protéine Références
Mutants de propagation
acd1
acd2
acd11
dll1
lsd1
vad1
Lésions nécrotiques
Lésions de type HR
Lésions chlorotiques
Lésions chlorotiques
Lésions nécrotiques
Lésions nécrotiques
Pheophorbide a oxygenase
Red chlorophyll catabolite reductase
Protéine de transfert des lipides
Inconnue
protéine de type Zinc-finger
Protéine transmembranaire possédant 
un domaine GRAM
Pruzinska et al., 2003
Mach et al., 2001
Brodersen et al., 2002
Pilloff et al., 2002
Dietrich et al., 1997l
Lorrain et al., 2004
Mutants d’initiation
acd5
acd6
agd2
cad1
Mutants cet
cpn1
cpr5
cpr20, cpr21
cpr22
dnd1
Y23
hlm1
hrl1
len1
lin2
lsd2, lsd4
lsd3, lsd5
nls1
slh1
ssi1
ssi2
ssi4
Lésions de type « maladie »
Lésions nécrotiques
Lésions nécrotiques
Lésions nécrotiques
Lésions nécrotiques
Lésions nécrotiques
Lésions chlorotiques
Lésions nécrotiques
Lésions chlorotiques
Lésions nécrotiques
Lésions de type « maladie »
Lésions chlorotiques
Lésions de type HR
Lésions chlorotiques
Lésions nécrotiques
Lésions chlorotiques
Lésions nécrotiques
Lésions nécrotiques
Lésions nécrotiques
Lésions de type HR
Lésions de type HR
Lésions chlorotiques
Lipid kinase
Protéine membranaire possédant 9
domaines « ankyrin repeat »
Aminotransferase
Protéine membranaire possédant
un domaine MAPCF
Inconnue
Protéine copine
Protéine membranaire de type IIIa
Inconnue
Mutation résultant en la génération d’une
protéine chimérique AtCNGC11/12
Canal ionique à nucléotides cycliques
Inconnue
Canal ionique à nucléotides cycliques
Inconnue
Chaperonine chloroplastique 60β
Coproporphyrinogen III oxydase
Inconnue
Inconnue
Protéine membranaire possédant
un domaine MAPCF
Protéine TIR-NBS-LRR possédant un 
domaine WRKY
Inconnue
Steroyl-ACP desaturase
Protéine TIR-NBS-LRR
Liang et al., 2003
Rate et al., 1999
Dong et al., 2004
Rate et al., 2001
Song et al., 2004
Morita-Yamamuro et al., 2005,
Hilpert et al., 2001
Jambunathan et al., 2001
Boch et al., 1998
Bowling et al., 1997
Silva et al, 1999
Yoshioka et al., 2001
Yoshioka et al., 2006
Clough et al., 2000
Yu et al., 2000
Balagué et al., 2003
Devadas et al., 2002
Ishikawa et al., 2003
Ishikawa et al., 2005 
Ishikawa et al, 2001
Dietrich et al., 1994
Hunt et al., 1997
Dietrich et al., 1994
Noutoshi et al., 2006
Noutoshi et al., 2005
Nandi et al., 2003
Kachroo et al., 2001
Shirano et al., 2002
Tableau 2 : LMM identifiés chez Arabidopsis, phénotype des lésions et fonction des protéines 
correspondantes quand elles sont connues.
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plusieurs ont été identifiés sur la base d’une modification de la mise en place de la HR après 
une inoculation avec un agent pathogène, mais présentent aussi un phénotype LMM : dnd1, 
dnd2 (pour Defense, No Death) et Y23 (Yu et al., 1998  ; Clough et al., 2000  ; Yu et al., 
2000). Le mutant dnd2 s’est révélé être un allèle du mutant hlm1, affecté dans le gène 
AtCNGC4. De plus, de nombreux autres mutants LMM ont été identifiés sur la base de leur 
réponse aux agents pathogènes. Certaines mutations résultant en l’expression constitutive 
de marqueurs de défense provoquent également des lésions de type HR. C’est le cas pour 
les mutants cpr5, cpr20, cpr21, cpr22 (pour Constitutive expression of PR), agd2 (pour 
Aberrant Growth and Death) et cet (pour Constitutive Expression of Thionin) (Bowling et al., 
1997  ; Silva et al., 1999  ; Hilpert et al., 2001 ; Rate et Greenberg, 2001  ; Yoshioka et al., 
2001 ). Enfin, des mutations affectant la voie de signalisation SA provoquent également 
l’apparition de lésions de type HR, notamment chez les mutants ssi1, ssi2 et ssi4 (pour 
Suppressor of SA Insensibility) (Shah et al., 1999  ; Shah et al., 2001  ; Shirano et al., 2002), 
isolés suite à la recherche de mutants suppresseurs de la mutation npr1.  
II.5.2.4.2. Etablissement de la HR chez les LMM 
Chez la majorité des LMM, l’apparition des lésions est accompagnée de l’expression 
constitutive de marqueurs de défense, comme l’accumulation de composés phénoliques 
autofluorescents, le dépôt de callose, la production de ROS, l’expression de marqueurs de 
défense ou encore la production de molécules de signalisation comme le SA ou l’ET. Cette 
accumulation de marqueurs de défense est le plus souvent associée à une augmentation de 
la résistance. 
En réponse à des agents pathogènes avirulents portant différents gènes avr, la HR peut 
être inchangée en comparaison avec le parent sauvage, comme par exemple dans le cas 
des mutants lsd2, lsd3, lsd4, lsd5, acd5, cpr5 ou encore dll1, mais dans certains cas, la HR 
se développe à des inoculum plus faibles (acd1, acd2) ou se développe plus rapidement 
(cpn1) (Greenberg et Ausubel, 1993  ; Greenberg et al., 1994  ; Jambunathan et al., 2001). 
Certains mutants de propagation comme lsd1, acd1 ou encore acd2 présentent une 
propagation aberrante de la PCD après inoculation. D’autres mutants ne sont plus capables 
de développer une HR normale et présentent une suppression partielle ou totale de la HR 
(acd6, agd2, dnd1, hlm1/dnd2, et hrl1). Malgré l’absence ou la perturbation de la HR, la 
majorité de ces mutants sont aussi, ou plus, résistants que le parent sauvage.  
II.5.2.4.3. Les voies de signalisation de la 
résistance chez les LMM 
Ces mutants présentent une régulation aberrante de l’accumulation de marqueurs de 
défense en absence d’agent pathogène, notamment l’accumulation de molécules de 
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signalisation associée à la défense et l’expression constitutive de marqueurs de défense. 
L’hypothèse qu’ils soient affectés dans des gènes importants dans le contrôle des voies de 
signalisation a donc été émise. Pour confirmer cette hypothèse, plusieurs approches peuvent 
être mises en œuvre : des croisements avec des mutants connus des voies de signalisation 
ont été générés, et l’activation de ces voies de signalisation chez ces mutants a été étudiée. 
L’un des premiers événements observés lors de la HR est le « burst » oxydatif impliquant 
les ROS. La plupart des LMM présente une accumulation de H2O2 et de O2- dans et autour 
des lésions, mais la fonction de ces signaux est très souvent mal connue. Comme déjà 
mentionné, chez le mutant lsd1, l’application de O2- induit l’initiation et la propagation des 
lésions, suggérant qu’il existe un rôle de cet ion dans la mise en place de la PCD, et que 
lsd1 doit être affecté dans la production, la perception et la réponse à ce signal (Jabs et al., 
1996). Des gènes impliqués dans la génération de la bouffée oxydative ainsi que des 
enzymes impliquées dans la détoxification des ROS sont induits chez plusieurs LMM, ce qui 
implique l’activation des voies de signalisation et de protection des ROS chez ces mutants 
(Kliebenstein et al., 1999  ; Torres et al., 2002). 
L’implication de la voie SA a été étudiée chez plusieurs LMM. Des croisements entre des 
LMM et le transgène NahG ont révélé que SA était nécessaire à l’apparition des lésions chez 
les mutants lsd6, lsd7, acd5, acd6, acd11, cet3, cpr22, ssi1, dll1 et vad1, indiquant un rôle 
primordial de SA dans la mise en place de la PCD (Weymann et al., 1995  ; Rate et al., 
1999  ; Shah et al., 1999  ; Greenberg et al., 2000  ; Yoshioka et al., 2001  ; Nibbe et al., 
2002  ; Pilloff et al., 2002  ; Lorrain et al., 2004). De plus, la résistance accrue associée aux 
mutations LMM est réduite ou supprimée dans ces doubles mutants. Au contraire, la 
formation des lésions chez les mutants cet2, cet4.1, lsd2, lsd4, lsd5 et agd2 n’est pas 
supprimée par NahG, indiquant que le SA chez ces mutants doit agir en aval de la formation 
des lésions, ou que des voies indépendantes de SA contrôlent la PCD (Weymann et al., 
1995  ; Hunt et al., 1997 ; Rate et Greenberg, 2001  ; Nibbe et al., 2002 ). Des croisements 
avec npr1 ont permis de montrer, notamment par l’étude des mutants cpr5, lsd1 et vad1, 
mais aussi par l’identification des mutants ssi, que des voies dépendantes de SA, mais 
indépendantes de NPR1 existent (Bowling et al., 1997  ; Shah et al., 1999  ; Clarke et al., 
2000b  ; Shah et al., 2001 ; Lorrain et al., 2004 ). 
L’implication des hormones JA et ET sur la PCD a également été étudiée chez plusieurs 
LMM, certains d’entre eux présentant une expression constitutive du marqueur de défense 
PDF1-2, comme par exemple les mutants cpr5, cpr22, ssi1, hrl1 et vad1 (Boch et al., 1998  ; 
Shah et al., 1999  ; Yoshioka et al., 2001  ; Devadas et al., 2002  ; Lorrain et al., 2004). 
D’autres mutants ne présentent pas d’expression de ce marqueur de défense, comme dll1, 
ssi2 et ssi4 (Shah et al., 2001  ; Pilloff et al., 2002  ; Shirano et al., 2002). Des croisements 
avec des mutants affectés dans ces voies ont permis de démontrer que les mutants acd11 et 
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cpr22 développaient des lésions indépendamment de ces voies (Yoshioka et al., 2001 ; 
Brodersen et al., 2002 ). Au contraire, le mutant hrl1 développe les lésions de façon 
dépendante de COI1, une composante de la voie JA, le double mutant hrl1/coi1 présentant 
une accélération de l’apparition, ainsi qu’une augmentation de l’intensité, des lésions, 
indiquant que la voie JA est impliquée dans la limitation de la mort cellulaire (Xie et al., 
1998). A l’inverse de ce qui est observé avec le JA, des croisements avec des mutants de la 
voie ET ont permis de démontrer que l’éthylène jouait un rôle dans la cinétique d’apparition 
ainsi que dans l’amplification de la PCD, les doubles mutants présentant un retard dans 
l’apparition ainsi qu’une diminution de l’intensité des lésions (acd5, cpr5, hrl1) (Clarke et al., 
2000b  ; Greenberg et al., 2000  ; Devadas et al., 2002).  
Ces résultats suggèrent donc que plusieurs LMM activent de façon constitutive la voie SA, 
mais activent également les voies de l’ET et de JA, en surproduisant les molécules de 
signalisation ou en agissant sur des composantes des voies de signalisation. Par 
conséquent, ces voies peuvent être impliquées dans la régulation de la PCD associées à 
certaines mutations. 
L’implication des voies de signalisation précoce incluant EDS1, PAD4 et NDR1 a été 
étudiée chez plusieurs LMM. Le croisement entre acd11 et eds1 ou pad4 démontre que 
ACD11 fonctionne de façon indépendante de ces composantes, ou qu’il doit jouer un rôle en 
aval de ces composantes (Brodersen et al., 2002). De plus, l’analyse du double mutant 
ssi4/eds1 révèle que EDS1 est nécessaire à l’apparition des lésions. De façon intéressante, 
ndr1 n’affecte pas l’apparition des lésions chez ssi4, mais joue cependant un rôle dans 
l’établissement de la résistance chez le double mutant ssi4/ndr1, indiquant que les voies 
EDS1 et NDR1 ne sont pas complètement indépendantes et que des interconnections 
doivent exister (Shirano et al., 2002). EDS1 est également nécessaire à la formation des 
lésions chez lsd1 et cpr5, les doubles mutants ne présentant plus de lésions (Clarke et al., 
2001 ; Rusterucci et al., 2001 ). 
II.5.2.4.4. Les fonctions révélées par les LMM 
Des fonctions diverses ont été dévoilées par les LMM de propagation (Tableau 2). LSD1 
code une protéine possédant des domaines de type « Zinc-finger » qui fonctionne comme un 
régulateur négatif de la PCD (Dietrich et al., 1997). ACD2 code une protéine de type « red 
chlorophyll catabolite reductase » : du fait de sa fonction biochimique et de son expression 
non-induite au cours des interactions plantes-agents pathogènes, ACD2 doit jouer un rôle 
dans le métabolisme influençant le niveau de PCD plutôt que dans le contrôle direct des 
programmes génétiques associés à la HR (Mach et al., 2001). ACD11 possède une activité 
de transfert des sphingolipides potentiellement utilisés pour contrôler la HR (Brodersen et al., 
2002). 
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Plusieurs fonctions ont également été mises à jour par l’étude des mutants d’initiation 
(Tableau 2). SSI4 code une protéine de type TIR-NBS-LRR (Shirano et al., 2002), SSI2 code 
une protéine de type « stearoyl-acyl carrier protein desaturase » (Kachroo et al., 2001). Cette 
enzyme semble jouer un rôle dans la génération d’un signal impliqué dans la régulation des 
interconnections entre différentes voies. SLH1 code une protéine de type TIR-NBS-LRR 
possédant un domaine WRKY (Noutoshi et al., 2005). ACD5 code une lipide kinase putative 
similaire aux céramides kinases animales, ce qui indique que les céramides peuvent jouer 
un rôle de régulateur négatif de la PCD comme déjà évoqué (Liang et al., 2003). CPN1 code 
une protéine de type copine potentiellement impliquée dans la signalisation associée au Ca2+ 
(Jambunathan et al., 2001). CPR5 code une protéine contenant cinq domaines 
transmembranaires (Kirik et al., 2001). Deux autres protéines membranaires ont également 
été identifiés comme étant des canaux de type CNGC, canaux perméable au K+, Na+ et/ou 
Ca2+ et contrôlés par les nucléotides cycliques et la calmoduline et sont potentiellement 
impliqués dans la signalisation conduisant à la HR. Le mutant hlm1 est affecté dans un gène 
codant le canal CNGC4 (Balagué et al., 2003) et dnd1 dans un gène codant le canal CNGC2 
(Clough et al., 2000).  
Récemment, 2 mutants, cad1 et nsl1, ont été identifiés chez Arabidopsis (Morita-
Yamamuro et al., 2005  ; Noutoshi et al., 2006) et sont altérés dans des protéines 
membranaires contenant un domaine MAPCF (pour Membrane-Attack Complex PerForin). 
Chez les animaux, ce domaine est présent dans des perforines et d’autres composantes 
impliquées dans le contrôle de l’immunité. Ces protéines contrôlent la formation d’un 
complexe formant des pores dans la membrane des cellules induisant des flux de 
métabolites permettant l’activation des caspases (Peitsch et al., 1990  ; Ishino et al., 2005). 
Chez les plantes, l’absence du contrôle de ces flux métaboliques par ces mutations 
pourraient être la cause de la PCD, et suggère donc une fonction similaire à celle décrite 
chez les animaux. 
 
Les LMM se sont donc révélés être un outil puissant pour déchiffrer les mécanismes 
permettant l’exécution et la régulation de la PCD liée à la HR, et ont permis de façon 
indirecte, de décortiquer en partie certaines voies de signalisation régulant la réponse des 
plantes aux agressions pathogènes, notamment la voie SA. De plus, de nouvelles fonctions 
ont pu être mises à jour mais seulement pour un petit nombre d’entre eux. La poursuite de 
l’étude de ces mutants permettra de déterminer le rôle des gènes altérés chez ces mutants 
sur l’activation, l’exécution et le contrôle des mécanismes régissant la HR, et pourront plus 
largement mettre en lumière de nouvelles fonctions de la cellule végétale. 
INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
Tableau 3 : Les familles de protéines PR 
D’après van Loon et al., 2006.
Famille Exemple type Propriétés Symbole
PR-1 PR-1a (Tabac) Antifongique Ypr1
PR-2 PR-2 (Tabac) β-1,3-chitinase Ypr2
PR-3 P, Q (Tabac) Chitinase type I, 
II, IV, V, VI, VII
Ypr3, Chia
PR-4 R (Tabac) Chitinase type I, 
II
Ypr4, Chid
PR-5 S (Tabac) « Thaumatine-
like »
Ypr5
PR-6 Inhibiteur I 
(Tomate)
Inhibiteur de 
protéinase
Ypr6, Pis
PR-7 P69 (Tomate) Endoprotéinase Ypr7
PR-8 Chitinase
(Concombre)
Chitinase de 
type III
Ypr8, Chib
PR-9 Lignin-Forming
Peroxydase 
(Tabac)
Péroxydase Ypr9, Prx
PR-10 PR1 (Persil) « Ribonucléase-
like »
Ypr10
PR-11 Chitinase de 
classe V (Tabac)
Chitinase de 
type I
Ypr11, Chic
PR-12 Rs-AFP3 (Radis) Défensine Ypr12
PR-13 Thionine 1-2 
(Arabidopsis)
Thionine Ypr13, Thi
PR-14 LTP4 (Orge) Protéine de 
transfert de 
lipides
Ypr14, Ltp
PR-15 OxOa (germine, 
Orge)
Oxalate oxydase Ypr15
PR-16 OxOLP (Orge) « Oxalate 
oxydase-like »
Ypr16
PR-17 PRp27 (Tabac) Inconnue Ypr17
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III. Conséquences de l’activation de la HR 
L’activation de la HR induit des modifications physiologiques au sein des cellules 
infectées mais également au sein de la plante entière, se traduisant par l’induction de 
l’expression de gènes de défense et par l’activation d’une résistance systémique acquise 
(SAR) permettant de répondre rapidement à une nouvelle agression par des agents 
phytopathogènes. 
III.1. Activation de l’expression des gènes de défense 
Des protéines de défense inductibles ont été identifiées dans beaucoup d’espèces 
végétales après infection avec différents agents pathogènes. Plusieurs types de protéines 
sont communes et ont été organisées en 17 classes de protéines associées à la défense 
(PR proteins pour Pathogenesis-Related proteins) selon leurs propriétés biochimiques et 
biologiques (Tableau 3). Certaines de ces protéines PR ont pu être analysées et leur rôle 
déterminé. Les protéines de la famille PR-2 (β-1,3-glucanases) et des familles PR-3, -4, -8 et 
-11 (endochitinases) peuvent agir comme composés antifongiques. Les membres de la 
famille PR-6, ainsi que les chitinases, peuvent aussi agir contre les nématodes et les 
herbivores. Les membres de la famille PR-8, possédant une activité chitinase, possèdent 
également une activité lysosyme qui serait plutôt dirigée contre les bactéries. Les membres 
de la famille PR-12 (défensines), PR-13 (thionines), PR-14 (protéine de transfert des lipides) 
ainsi que PR-1 possèdent des activités antifongiques et antimicrobiennes, et peuvent aussi 
être impliquées dans la résistance aux oomycètes (van Loon et al., 2006). D’autres fonctions 
ont été identifiées : des enzymes de détoxification (peroxidases, catalases), des protéines de 
régulation comme des facteurs de transcription (WRKY) ou encore des enzymes du 
métabolisme secondaire (phénylpropanoïdes, lignines). Les plantes sont donc capables 
d’induire un arsenal de défense regroupant des enzymes ayant des activités diverses visant 
à limiter la propagation de l’agent pathogène en son sein, mais leur implication et leur rôle 
dans des interactions spécifiques reste encore flou. Cependant, de façon intéressante, ces 
protéines peuvent être induites de façon spécifique par l’une des voies de signalisation 
hormonale : par exemple l’induction par le SA de PR-1, PR-2 ou encore PR-5, l’induction par 
le JA de COR1, VSP, LOX3 ou encore Thio1, ou l’induction par la voie ET de PR-4 ou par 
les deux voies JA et ET de PDF1.2 (Figure 27). 
Ces gènes de défense sont induits au cours de la mise en place de la résistance et de la 
HR et sont utilisés comme des outils permettant de quantifier la mise en place des défenses. 
Notamment, la caractérisation de mutants affectés dans la résistance, dont font partie les 
LMM, fait appel à l’étude de l’expression de ces marqueurs de défense au cours 
d’inoculations avec des agents pathogènes, permettant ainsi de comparer les réponses entre 
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SID1/SID2
SA
NPR1
TGA WHY1
ACS
ACO
ET
ETR1/EIN4/ERS1
CTR1
EIN2
EIN3
ERF1
FAD3/7/8
JA
SCFCOI1
JAR1
MYC2
PR-1, PR-2, PR-5 PR-4 PDF1.2 COR1, VSP,Thio1, LOX3
Production
Signalisation
Facteurs de transcription
Protéines de défense
Figure 27 : Exemples du contrôle de l’expression de certaines protéines de défense 
par les hormones SA, ET et JA et leur voie de production/signalisation associée.
Les voies présentées ici sont schématisées de manière simplifiée, et les interconnections 
existant entre les voies ne sont pas présentées.
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les mutants et les parents sauvages. De plus, des marqueurs étant considérés comme des 
marqueurs spécifiques des voies de signalisation SA, JA ou ET (Figure 27), ils permettent de 
révéler les voies régulées au cours de l’interaction considérée. 
III.2. Mise en place de la LAR 
La notion de LAR (pour Local Acquired Resistance) est apparue dans les années 1960 
chez le Tabac en réponse à l’agression par le virus TMV (Ross, 1961). Elle est considérée 
comme une résistance s’établissant au niveau de la zone infectée, à la différence de la SAR 
(pour Systemic Acquired Resistance) qui s’exerce au sein de l’ensemble de la plante (Mur et 
al., 1996). Cependant, cette définition de la LAR ne semble pas très claire, certains auteurs 
la définissant comme une zone de quelques millimètres autour de la zone infectée et 
d’autres comme la totalité de la feuille infectée. De plus, la LAR est associée à la production 
de SA et à l’induction de gènes PR, mais avec des conditions cinétiques différentes de celles 
observées durant la HR (Dorey et al., 1997). Les cellules de la zone LAR étant 
métaboliquement actives, il a été proposé que cette zone pourrait être la zone de production 
des signaux nécessaires à l’établissement de la SAR, et que cette zone serait donc le moyen 
de connection entre la HR et la SAR (Dorey et al., 1997).  
III.3. Mise en place de la SAR 
La perception par les plantes d’un agent microbien leur permet de se prémunir contre des 
agressions ultérieures. Ainsi, des agents non pathogènes peuvent être perçus par la plante 
et permettre à celle-ci d’activer un mécanisme de protection contre des agents pathogènes : 
il s’agit de l’ISR (pour Induced Systemic Resistance) (van Loon et al., 2006). Dans le cas 
d’organismes pathogènes capables de déclencher la HR, celle-ci est le plus souvent 
accompagnée de la mise en place d’une résistance dans l’ensemble de la plante qui permet 
à la plante de se protéger face à de nouvelles agressions, non seulement vis à vis d’agents 
pathogènes avirulents mais également virulents : ce mécanisme est appelé SAR. Une fois 
initiée, la SAR confère à la plante une protection durable et à large spectre d’hôtes. La SAR 
requiert la génération au niveau local, le transport à longue distance, et la perception, d’un 
signal inductible. Le SA est connu comme étant une molécule indispensable à la mise en 
place et au maintien de la SAR. La production de SA dans les feuilles non infectées est 
accompagnée de l’expression de protéines PR, telles PR-1, PR-2 ou encore PR-5 (Ryals et 
al., 1996). Cependant, cette molécule n’est pas le signal qui est transmis à l’ensemble de la 
plante. En effet, des expériences de greffe réalisées avec des lignées exprimant le 
transgène NahG, codant une salicylate hydroxylase capable de dégrader SA en catéchol, 
démontrent que le SA n’est pas le signal diffusible (Vernooij et al., 1994). Cependant, le SA 
joue un rôle très important car (i) la SAR peut être induite par des traitements avec SA (Ward 
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et al., 1991), (ii) celle-ci est abolie dans les lignées exprimant le transgène NahG (Gaffney et 
al., 1993) et (iii) dans le mutant sid2, déjà décrit, la SAR est abolie (Wildermuth et al., 2001). 
La protéine NPR1 (pour Non-Expressor of PR-1), est un régulateur central de la signalisation 
associée à la SAR. L’accumulation de SA induit des changements du potentiel redox de la 
cellule qui se traduisent par une réduction de la quantité de la protéine NPR1 présente dans 
le cytosol, réduction due à la translocation de NPR1 vers le noyau (Despres et al., 2003  ; 
Mou et al., 2003). Ainsi, des facteurs de transcription se lient sur des promoteurs de gènes 
PR possédant des éléments de réponse à SA, participant ainsi à la reprogrammation 
génétique aboutissant à l’activation de la SAR. Une voie indépendante de NPR1 mais 
dépendante de SA existe également. En effet, le facteur de transcription AtWHY1 (pour 
Whirly) s’est révélé important dans la mise en place de la SAR (Desveaux et al., 2004). Il 
existe cependant une complémentarité entre NPR1 et AtWHY1 car la mise en place d’une 
défense optimale nécessite la présence de ces deux protéines.  
L’un des défis actuels concernant la mise en place de la SAR est l’identification du (des) 
signal (aux) permettant le dialogue entre les organes infectés et ceux qui ne le sont pas. Les 
données acquises ces dernières années semblent indiquer que ce signal serait de nature 
lipidique, et pourrait être le JA ; en particulier l’étude du mutant ssi2 (pour Suppressor of SA 
Insensitivity 2), identifié à partir d’un crible de suppresseurs de la mutation npr1. SSI2 code 
pour une « steroyl-acyl carrier protein desaturase » impliquée dans la conversion de l’acide 
stéarique en acide oléique. Cette mutation se traduit par une activation constitutive de la 
SAR et par l’apparition spontanée de lésions (Kachroo et al., 2001). L’analyse de doubles 
mutants entre ssi2 et des mutants affectés dans la signalisation SA et dans la désaturation 
des acides gras démontre l’importance de SA et du métabolisme des lipides dans l’activation 
constitutive de la SAR chez le mutant ssi2 (Kachroo et al., 2005). 
Au delà du rôle de JA, un dérivé du métabolisme des lipides, signal important pour la mise 
en place de la SAR, il est apparu au cours des dernières années, notamment par 
l’identification de protéines de transfert des lipides (LTP, pour Lipid Transfert Protein), que 
les signaux lipidiques jouaient un rôle clef. Le mutant dir1 (pour Defective in Induced 
Resistance) est affecté dans un gène codant une LTP impliquée dans la génération locale ou 
dans la translocation d’un signal systémique mobile (Maldonado et al., 2002). Par ailleurs, il 
a été identifié chez le Tabac une protéine, LTP1, capable de lier le JA. L’application de 
LTP1-JA se traduit chez le Tabac par une augmentation de la résistance à Phytophtora 
parasitica, ce qui n’est pas le cas lors de l’application de JA ou de LTP1 seuls (Buhot et al., 
2004). Truman et collaborateurs ont démontré récemment que le JA, mais pas le SA, 
s’accumulait rapidement dans le phloème des feuilles en présence d’une souche avirulente 
de PstDC3000 avrRpm1, et que les feuilles non infectées présentent une induction rapide 
des gènes associés à la synthèse de JA et à une induction transitoire de la synthèse de JA 
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Marquage de H2O2
sur une feuille de vad1
Intensité normale Faible intensité
Marquage d’une feuille de 
vad1 au bleu Evans
Lésions tissu-spécifiques
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B
Figure 28 : Phénotypes du mutant vad1.
A : Phénotypes développementaux du mutant vad1 en conditions d’éclairage normale (192 
µmol.m-2.s-1) et en conditions d’éclairage plus faible (90 µmol.m-2.s-1).
B : Les lésions chez le mutant vad1 sont spécifiques des tissus périvasculaires, comme
observable sur les photographies. 
C : Accumulation de H2O2 dans une feuille du mutant vad1, révélée par un marquage avec 
H2DCFDA (2’, 7’-dichlorofluorescin diacetate) (gauche) et sur une feuille de vad1 marquée au 
bleu Evans (droite).
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dans les feuilles non infectées. De plus, les mutants sgt1b, opr3 et jin1, affectés 
respectivement dans la perception, la biosynthèse et la signalisation de JA, présentent une 
atténuation de la SAR qui est à nouveau activée après application de JA sur les feuilles 
(Truman et al., 2007). 
 
L’ensemble de ces données indique donc que JA représente un très bon candidat 
pouvant constituer le message diffusible nécessaire à l’établissement de la SAR dans 
l’ensemble de la plante. Il ne faut pas exclure le rôle d’autres molécules, notamment 
lipidiques,  qui pourraient être impliquées dans ces processus. 
 
IV. Travaux antérieurs 
L’objectif de l’équipe « Résistance, sensibilité et mort cellulaire chez Arabidopsis thaliana 
en réponse à des bactéries pathogènes », dans laquelle j’ai effectué ce travail, est d’identifier 
des gènes impliqués dans le contrôle et la mise en place de la HR et de la résistance chez 
Arabidopsis thaliana en réponse à différents agents pathogènes comme Xanthomonas 
campestris pv. campestris (Xcc) ou Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst). Différentes 
stratégies ont été développées pour identifier de tels régulateurs, notamment la recherche 
par cribles différentiels de gènes spécifiquement exprimés au cours de la HR en réponse à 
Xcc, mais aussi la recherche de mutants affectés dans la résistance/HR à cette bactérie 
pathogène. Plus récemment ont été développées des stratégies de génétique classique 
visant à identifier par la recherche de QTL, des gènes impliqués dans la résistance à Xcc. 
Enfin, une stratégie d’intérêt particulier, qui fait l’objet de ma thèse, est l’étude de LMM. Dans 
notre laboratoire, de tels mutants d’Arabidopsis thaliana ont été identifiés par un crible visuel 
d’une banque de mutants insertionnels ADN-T générée à Versailles (Bechtold et al., 1993). 
Une collection d’une vingtaine de mutants a été générée, à partir de laquelle deux mutants 
ont été plus particulièrement étudiés : le mutant hlm1 (pour HR-like Lesion Mimic) et le 
mutant vad1 (pour Vascular Associated cell Death 1) (Figure 28). Le mutant hlm1 est un 
mutant faisant partie de la classe des mutants d’initiation et est affecté dans un gène codant 
un canal ionique régulé par les nucléotides cycliques (AtCNGC4) (Balagué et al., 2003). Les 
lésions de type HR chez ce mutant sont de taille finie. Comme précédemment évoqué, les 
mutants d’initiation sont supposés être affectés dans des gènes codant des composantes 
des voies de transduction conduisant à l’établissement de la HR. Le mutant vad1 appartient 
quant à lui à la classe des mutants de propagation et présente un grand intérêt car (i) très 
peu de mutants de cette classe ont été identifiés chez Arabidopsis, et (ii) du fait de la 
spécificité tissulaire de ses lésions. Il présente une régulation aberrante de la mort cellulaire, 
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les lésions une fois apparues se propagent à l’ensemble de la feuille (Figure 28). Les 
mutants de propagation sont supposés être affectés dans des composantes assurant un 
rétrocontrôle négatif de la mort cellulaire.  
IV.1. Caractérisation du mutant 
Le mutant vad1 est un mutant de propagation présentant une régulation aberrante de la 
mort cellulaire (Figure 28A), dont la caractérisation phénotypique a été réalisée 
antérieurement (Lorrain et al., 2004). Les lésions apparaissent en général environ 21 jours 
après repiquage. Ce mutant présente des lésions « tissu-spécifiques » (Figure 28B), celles-ci 
apparaissant au niveau de la base du pétiole, puis s’étendent le long du système vasculaire 
pour ensuite se propager à l’ensemble de la feuille, cela en absence de tout agent 
pathogène. Ce phénotype particulier est d’un intérêt certain car les cellules situées au niveau 
des tissus péri-vasculaires seraient prédisposées à réagir rapidement aux agents 
pathogènes vasculaires et donc à activer précocement les programmes de mort cellulaire. Le 
mutant vad1 présente une stature réduite une fois les lésions développées et les feuilles sont 
plus petites avec un pétiole réduit. Comme plusieurs LMM, les phénotypes associés à cette 
mutation sont dépendants des conditions environnementales, en particulier de l’intensité 
lumineuse, mais aussi de l’hygrométrie. En conditions d’éclairement « normales » (192 
µmol.m-2.s-1) dans les chambres de culture, les lésions apparaissent selon une cinétique bien 
caractérisée, alors qu’elles n’apparaissent pas sous des intensités plus faibles (90 µmol.m-
2.s-1) (Figure 28A). 
De façon similaire à ce qui est observé chez d’autres LMM, le mutant vad1 présente une 
accumulation de marqueurs biochimiques et moléculaires associés à la HR au moment et 
après l’apparition des lésions. Notamment, on peut observer dans les feuilles de vad1 
(Figure 28C) une production de H202 au niveau des lésions, ce qui n’est pas le cas chez le 
parent sauvage et au niveau des feuilles ne présentant pas de lésion. Egalement, des 
observations en microscopie à fluorescence ont permis de mettre en évidence la production 
de composés autofluorescents au niveau des lésions, une des caractéristiques de la mise en 
place de la HR. Des marquages réalisés avec du bleu Evans, un colorant permettant de 
marquer les cellules ayant activé les processus de PCD, révèlent que la mort cellulaire est 
activée majoritairement au niveau des cellules du mésophylle situées à coté des tissus 
vasculaires (Figure 28C). De plus, ces cellules « collapsent » de façon similaire à ce qui est 
observé lors de la HR.  
Le mutant vad1 présente également une production d’acide salicylique au moment de 
l’apparition des lésions, et accumule, entre autres, les marqueurs de défense PR-1 et 
PDF1.2, induits respectivement par les voies SA et ET/JA (Figure 29A et B). 
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Figure 29 : Phénotypes du mutant vad1.
A : Accumulation de SA chez le parent sauvage et le mutant vad1.
B : Expression des marqueurs de défense PDF1-2 et PR-1 chez le parent sauvage (WT) et chez le 
mutant vad1 déterminée par Q-RT-PCR.
C : Mesure de la croissance bactérienne in planta chez le parent sauvage (WT) et chez le mutant vad1
en réponse à PstDC3000/avrRpm1 et PstDC3000, le jour (barres jaunes) et 3 jours (barres rouges) 
après inoculation.
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Tous ces éléments indiquent que le mutant vad1 active des processus de PCD très 
similaires à ceux observés lors de la mise en place de la HR et que les voies de signalisation 
associées à la mise en place de la HR et de la résistance sont activées chez le mutant vad1 
une fois les lésions apparues. 
Cette accumulation de marqueurs associés à la résistance est également accompagnée 
d’une augmentation de la résistance en réponse à des bactéries avirulentes et virulentes de 
Pst et de Xcc, ce qui n’est pas le cas pour les plantes cultivées en condition de lumière plus 
faible et ne développant pas de lésion (Figure 29C).  
IV.2. vad1 et les voies de signalisation  
IV.2.1. La mort cellulaire chez vad1 est partiellement dépendante 
de EDS1 et de NDR1 alors que l’augmentation de la résistance 
requiert les deux protéines. 
Dans le but de déterminer quel peut être le rôle des régulateurs positifs EDS1 et NDR1 
sur les phénotypes de vad1, des croisements ont été générés entre vad1 et les mutants 
eds1 et ndr1. L’analyse de ceux-ci a permis de démontrer que ces deux composantes 
étaient partiellement nécessaires à la mise en place de la mort cellulaire chez vad1. Les 
doubles mutants vad1/eds1 et vad1/ndr1 présentent un retard de l’apparition des lésions de 
l’ordre de 6/7 jours et 3/4 jours respectivement, la taille des plantes étant intermédiaire entre 
celles des deux parents. De plus, une accumulation tardive de marqueurs de défense est 
observée chez ces doubles mutants. Cependant, le phénotype de résistance accrue de vad1 
est totalement dépendant de la présence de ces deux composantes, les doubles mutants se 
comportant comme les parents eds1 et ndr1. L’ensemble de ces données indique donc que 
les phénotypes de mort cellulaire de vad1 et l’accumulation des marqueurs de défense sont 
partiellement dépendants de EDS1 et NDR1, alors que le phénotype de résistance est 
totalement dépendant de ces deux acteurs.  
IV.2.2. Les phénotypes associés à la mutation vad1 sont 
dépendants de SA 
Afin d’analyser les voies de signalisation activées chez ce mutant, l’une des approches 
utilisées a été de croiser vad1 avec des mutants de signalisation connus. Ainsi, vad1 a été 
croisé avec une lignée NahG, avec sid1 et sid2, et avec npr1 (Figure 30). L’analyse de ces 
doubles mutants a démontré que les phénotypes de vad1 sont tous dépendants de la voie 
de biosynthèse de SA. Les doubles mutants vad1/sid1 et vad1/sid2 ne présentent plus de 
lésion (quelques lésions apparaissent très tardivement chez les doubles mutants) (Figure 
30A), plus d’accumulation de marqueurs de défense (Figure 30B et 30C) et montrent une 
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Figure 30 : Phénotypes des doubles mutants vad1/sid1 et vad1/npr1.
A, D : Phénotype développemental des simples mutants vad1, npr1 et sid1 et des doubles mutants 
vad1/sid1 et vad1/npr1. Photographies prises de plantes de 5 semaines, 10 jours après l’apparition des 
lésions chez vad1.  
B, E : Expression des gènes PR-1, AtRBOHD et PDF1-2 chez les parents sauvages, les simples mutants 
et les doubles mutants vad1/sid1 et vad1/npr1, déterminée par Q-RT-PCR 9 jours avant apparition 
(barres blanches) et 6 jours après apparition (barres noires) des lésions chez vad1. 
C, F : Taux de SA total chez les parents sauvages, les simples mutants et les doubles mutants vad1/sid1
et vad1/npr1, dans les plantes utilisées en B et E.
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résistance similaire aux simples mutants sid1 et sid2, qui se révèlent être moins résistants 
que vad1. Les mêmes résultats ont été obtenus concernant le croisement entre vad1 et une 
lignée exprimant le transgène NahG. Ces résultats indiquent que les phénotypes associés à 
la mutation vad1 sont dépendants de la biosynthèse de SA. Cependant, le croisement entre 
vad1 et npr1 révèle que ces phénotypes sont seulement partiellement dépendants de NPR1 
(Figure 30D, 30E et 30F). En effet, ces doubles mutants présentent une taille intermédiaire 
entre celles de vad1 et de npr1 et développent des lésions, l’expression des marqueurs de 
défense est partiellement affectée, et les doubles mutants présentent une résistance 
intermédiaire entre les deux parents vis à vis de souches virulentes ou avirulentes de Pst. 
IV.3. Clonage de VAD1, identité de la protéine et expression 
La mutation vad1 étant conférée par l’insertion d’un T-DNA, le clonage du gène a été 
réalisé et le gène affecté par la mutation vad1 correspond au gène At1g02120. Ce fragment 
génomique est composé de 16 exons représentant une taille de 4317 paires de bases, l’ORF 
prédite est composée de 1935 paires de bases. La protéine déduite VAD1 est composée de 
644 acides aminés, contient un domaine GRAM, domaine de signalisation et d’interaction 
protéine-protéine et protéine-lipide, un domaine transmembranaire ainsi qu’un domaine coil 
(Figure 31A).  
Des études d’expression du gène VAD1 ont été réalisées notamment par l’étude de 
lignées exprimant une fusion entre le promoteur de VAD1 et le gène rapporteur GUS, et 
également par l’utilisation du mutant vad1. En effet, le T-DNA ayant servi à générer le mutant 
vad1 contient un gène rapporteur GUS dont l’expression se trouve être régulée par le 
promoteur de VAD1 (« promotor trap ») (Figure 31B). Ainsi, ces études ont révélé que VAD1 
n’était pas exprimé durant le développement mais l’était en réponse à un « spray » avec une 
suspension bactérienne de la souche avirulente de Xcc dans les cellules activant la HR et à 
la périphérie des lésions HR quand celles-ci sont développées. Cette activité a également 
été détectée lors d’une interaction compatible, mais à des niveaux très faibles. Des données 
complémentaires concernant l’expression de VAD1 ont été obtenues par l’utilisation de la Q-
RT-PCR. En réponse à une inoculation avec des souches avirulentes de Pst et Xcc, VAD1 
est exprimé de façon biphasique, avec un premier pic autour de 6h après inoculation puis 
avec un deuxième pic plus tardif entre 24h et 48h (Figure 31C). 
Le mutant vad1 présentant une production forte de SA une fois les lésions apparues, et 
les phénotypes de vad1 étant dépendants de la production de SA, l’expression de VAD1 a 
été déterminée après un traitement avec cette molécule (Figure 31D). Les résultats révèlent 
que l’expression de VAD1 est régulée de manière biphasique par un traitement avec du SA, 
de façon NPR1-indépendante au temps précoce (6h), et NPR1-dépendante 24h après 
traitement. 
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Figure 31 : Structure du gène et de la protéine déduite VAD1, et expression de VAD1 au cours 
d’une inoculation et d’un traitement  SA.
A : Structure du gène et de la protéine VAD1.
B : Expression de VAD1 72h après un spray avec une suspension de Xcc147 à une concentration de 
108 cfu.mL-1, révélée par une coloration GUS.
C : Expression de VAD1 après inoculation avec de l’eau (triangles), avec Xcc147 (carrés) et 
PstDC3000/avrRpm1 (losanges) déterminée par Q-RT-PCR. 
D : Expression de VAD1 après un traitement SA par spray à une concentration de 1mM chez le parent 
sauvage (WT, Ws-4, barres noires) et chez le mutant npr1 (barres blanches).
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IV.4. Questions posées et projet de thèse 
Plusieurs questions restaient en suspend à mon arrivée dans le groupe : 
 
-Quelles sont les fonctions de la protéine VAD1 ? 
Cette question a été abordée par l’utilisation de lignées transgéniques stables 
d’Arabidopsis surexprimant VAD1 et également par l’utilisation de lignées contenant une 
fusion entre VAD1 et la GFP permettant ainsi de rechercher la localisation subcellulaire de 
cette protéine. Un fragment génomique de VAD1 a été cloné mais l’obtention d’un clone 
d’ADNc complet reste pour le moment un défi que nous n’avons pas réussi à relever. En 
effet, malgré l’utilisation de techniques et stratégies diverses visant à cloner cet ADNc (5’-
RACE, 3’-RACE, RT-PCR et clonage classique, utilisation de différentes souches 
bactériennes...), aucun fragment complet n’a pu être obtenu. Des résultats ont été obtenus 
par l’utilisation de différents systèmes d’expression transitoire. Les résultats obtenus seront 
présentés dans le chapitre I des résultats. 
 
-Au delà de la voie SA, quelles voies de signalisation sont activées par la mutation 
vad1 ? Comment l’expression de VAD1 est-elle régulée par les différentes voies de 
signalisation ?  
Les phénotypes de vad1 sont dépendants de la voie SA, et des marqueurs associés aux 
voies ET et JA sont exprimés chez vad1 au moment et après l’apparition des lésions. La 
deuxième question posée est donc de savoir si l’éthylène et les jasmonates sont également 
impliqués dans la régulation des phénotypes associés à la mutation vad1. Pour répondre à 
cette question, différents croisements entre vad1 et des mutants connus de ces voies ont été 
générés et leur analyse a été entreprise. De plus, divers tests d’expression et de mesure 
d’accumulation des marqueurs de défense ont été réalisés dans le but de déchiffrer d’une 
part la régulation des différentes voies de signalisation par VAD1, mais également pour 
déterminer si ces voies pouvaient réguler l’expression de VAD1. Cette partie a fait l’objet 
d’une publication dans la revue « Plant Physiology » et sera présentée dans le chapitre II 
des résultats. 
 
-Peut-on, en utilisant vad1 comme point de départ, identifier de nouvelles 
composantes des mécanismes de la mise en place de la PCD liée à la HR ? 
Dans le but d’identifier de tels candidats, une mutagenèse chimique utilisant l’EMS a été 
réalisée sur le mutant vad1, et des mutants présentant une suppression du phénotype mort 
cellulaire de vad1 ont été identifiés. La description de cette partie fait l’objet du chapitre III 
des résultats. 
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Chapitre I : Etude de la fonction de VAD1 
Introduction 
Le mutant vad1 a été identifié sur la base d’un phénotype d’apparition spontanée de 
lésions de type HR en absence d’agression pathogène, et il présente une augmentation de 
la résistance à différents agents pathogènes. Chez ce mutant, les voies de signalisation 
conduisant à la HR et à la résistance sont activées à l’apparition des lésions. De plus, des 
croisements avec des mutants connus des voies de signalisation, notamment avec des 
mutants des voies de signalisation précoces, eds1 et ndr1 ainsi qu’avec des mutants de la 
voie de signalisation de l’acide salicylique, suppriment partiellement les phénotypes conférés 
par la mutation vad1. L’analyse de l’expression de VAD1 démontre en outre que VAD1 est 
exprimé en réponse à l’inoculation avec des agents pathogènes et en réponse à un 
traitement avec la molécule SA. L’ensemble de ces données permet d’émettre l’hypothèse 
que VAD1 pourrait agir comme un régulateur négatif de la mort cellulaire associée à la HR et 
à la résistance. Cependant, la structure prédite de la protéine VAD1 ne permet pas de lui 
associer une fonction connue. C’est pourquoi différentes approches ont été utilisées pour 
élucider le rôle et la fonction de VAD1, notamment pour déterminer sa fonction au cours de 
la mise en place de la mort cellulaire associée à la HR, pour spécifier la fonction des 
différents domaines de la protéine VAD1, et pour déterminer sa localisation tissulaire, 
cellulaire et sub-cellulaire. 
I. Quelles fonctions pour VAD1 ? 
Dans une première approche de la fonction de VAD1, des analyses in silico ont été 
réalisées de manière à identifier des homologues putatifs de VAD1 dans différents génomes 
des plantes et de manière à déterminer si des régulations post-traductionnelles pouvaient 
affecter la fonction de la protéine VAD1.  
I.1. Analyse in silico 
I.1.1. Analyse de la région promotrice du gène VAD1 
Les analyses génétiques ont révélées que le gène VAD1 est localisé sur le chromosome 
I, entre les ORFs At1g02110 et At1g02130. Les prédictions de structure des gènes 
At1g02110 et de VAD1 ont montré que le codon d'initiation putatif de la transcription de 
VAD1 était situé à 189 pb (paires de bases) du codon STOP de At1g02110, et à 69 pb de 
son extrémité 3'-UTR (déterminée par des ESTs (pour Expressed Sequence Tag). Cette 
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Figure 32 : Motifs d’activation transcriptionnelle présents sur la région 
promotrice du gène VAD1, 1500 paires de bases en amont du codon d’initiation 
de la transcription (ATG). L’analyse a été réalisée en utilisant le logiciel PLACE 
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html). Les chiffres indiquent le nombre 
de paires de bases séparant le début du motif du codon d’initiation de la transcription.
(+) : brin codant, (-) : brin non codant.
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région intergénique entre At1g02110 et At02120 étant courte, il est peut probable que la 
région promotrice du gène VAD1 soit uniquement constituée de 189 pb et une partie de cette 
région promotrice doit par conséquent se situer dans la séquence du gène At1g02110. C’est 
pourquoi une séquence de 1500 pb en amont du codon d’inititation du gène VAD1 a été 
utilisée pour réaliser une analyse de la région promotrice du gène VAD1 à l’aide du logiciel 
PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) (Prestridge, 1991  ; Higo et al., 1999), de façon 
à déterminer la présence de régions régulatrices conservées (Figure 32). Cette liste de 
régions promotrices est donnée à titre indicatif et les résultats présentés ne sont pas 
exhaustifs.  
Trois boîtes de type TATA (séquence TTATTT, 168, 1001 et 1420 pb en amont du codon 
d’initiation de la transcription) sont présentes, ces boîtes étant reconnues par des facteurs de 
transcription généraux qui facilitent la fixation de l'ADN polymérase (Zhu et al., 1995).  
Trois boîtes W (séquence TGACT, CTGACY ou TGACY, 259, 306, et 1207 pb en amont 
du codon d’initiation) ont été retrouvées dans cette séquence sur le brin codant et six (810, 
851, 932, 1171, 1343 et 1474 en amont du codon d’initiation) sur le brin non codant. Cette 
boîte est le site de liaison des facteurs de transcription WRKY, spécifiques des plantes. Ces 
facteurs sont impliqués dans la réponse aux agents pathogènes et à différents stress 
environnementaux, la sénescence ainsi qu'à certains processus développementaux (Chen et 
Chen, 2000  ; Eulgem et al., 2000  ; Chen et Chen, 2002  ; Robatzek et Somssich, 2002). 
Deux boîtes de type ABRE (séquence ACGTG, 535 et 336 pb en amont du codon 
d’initiation) sont présentes sur le brin codant. Ces boîtes sont retrouvées dans le promoteur 
du gène ERD1 (pour Early Response to Dehydratation), protéine jouant un rôle au cours de 
stress hydriques et au cours la sénescence induite par l’absence de lumière (Simpson et al., 
2003). Ces boîtes sont aussi impliquées dans la régulation de l’expression du gène ABI3 et 
de gènes de réponse à l’ABA (Kaplan et al., 2006  ; Nakashima et al., 2006). De plus, trois 
boîtes de type ACGT (1238, 585 et 149 pb en amont du codon d’intiation) et présentes sur le 
promoteur du gène ERD1 (Simpson et al., 2003) sont détectées au niveau de la région 
promotrice de VAD1. 
Deux motifs présents de séquence ACACNNG (816 et 316 en amont du codon d’initiation) 
sur le brin codant sont retrouvés et permettent la liaison de facteur de transcription de type 
« B-zip », dont le gène ABI5 (Lopez-Molina et Chua, 2000) régulé par l’ABA. Cinq GATA-
box, deux sur le brin codant et trois sur le brin non-codant (séquence GATA, 919, 572, 440, 
399 et 142 pb en amont du codon d’initiation), sont également trouvées. Ces GATA-box sont 
impliquées dans la régulation par la lumière et peuvent conférer une expression tissu-
spécifique (Lam et Chua, 1989  ; Reyes et al., 2004). Une boîte GCC (séquence GCCGCC, 
377 pb en amont du codon d’initiation) est présente sur le brin non codant : cet élément est 
impliqué dans la réponse à des stress biotiques et dans la régulation de l’expression de 
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gènes codant des protéines de défense, tels PDF1.2 et Thi1.2, régulés par l’éthylène et les 
jasmonates (Brown et al., 2003). 
Sept boîtes (de séquence CTAACCA, WAACCA ou YAACKG, 104, 194, 701, 969, 1243, 
1288, et 1431 pb en amont du codon d’initiation), six sur le brin codant et une sur le brin non 
codant, impliquées dans la réponse au stress hydrique, ont été identifiées sur le promoteur 
du gène RD22 (pour Response to Dehydration). Ces boîtes sont des sites de liaison des 
facteurs de transcription AtMYC2 et AtMYB2, activateurs transcriptionnels impliqués dans la 
réponse à l’ABA (Busk et Pages, 1998  ; Abe et al., 2003). 
Cette liste donne un aperçu des régulations possible pouvant intervenir au niveau de la 
régulation de l’expression du gène VAD1. Il apparaît qu’un grand nombre de boîtes de 
liaison de facteurs de transcription trouvées dans le promoteur de VAD1, sont présentes 
dans des promoteurs de gènes impliqués dans la réponse à l’ABA, ou ciblée par des 
protéines induites par l’ABA. Ceci est à mettre en relation avec les observations préliminaires 
réalisées dans le cadre de l’étude de la localisation cellulaire de VAD1 (paragraphe II.2.1.). 
En effet, ces observations suggèrent une localisation au niveau des cellules de garde des 
stomates, organes impliqués dans la réponse hydrique dont la fermeture et l’ouverture est 
régulée par l’hormone ABA. Il est donc possible d’imaginer un rôle de VAD1 dans la réponse 
au stress hydrique et/ou dans la résistance à la pénétration d’agents pathogènes. D’autre 
part, des boîtes de régulation impliquées dans la régulation par des stress biotiques sont 
également présentes, notamment des boîtes de régulation par les hormones participant à la 
mise en place de la résistance. L’ensemble de ces données pourrait indiquer que VAD1 
pourrait jouer un rôle dans la réponse à différents stress, et dans la défense. 
I.1.2. Recherche d’homologues de VAD1 
Afin d’obtenir des données quant à la fonction de VAD1, une recherche de la conservation 
de ce gène à travers diverses espèces végétales a été réalisée en utilisant différents 
logiciels de prédiction permettant de rechercher des homologues de VAD1 dans les bases 
de données disponibles. Cette recherche a été rendue possible par la publication de la 
séquence de plusieurs génomes, comme ceux du Riz et de la Vigne, et aussi par 
l’identification d’EST chez des espèces comme la Pomme de terre, la Clémentine, le Tabac, 
le Coton ou encore le Peuplier (Yu et al., 2005 ; Jaillon et al., 2007 ). 
Basée sur la séquence codante de VAD1, la protéine déduite VAD1 est composée de 598 
acides aminés. Une prédiction de structure a été réalisée avec plusieurs logiciels de 
prédiction : Interpro scan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/) et SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/)). Cette protéine contient un domaine GRAM (pour « Glucosyltransferase 
Rab-like GTPase activator And Myotubularin »), domaine retrouvé dans plusieurs types de 
protéines comme des glucosyltransferase, des activateurs de GTPases de type Rab et des 
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Figure 33 : Structure des homologues les plus proches de VAD1 prédite par SMART (Simple 
Modular Architecture Research Tool).
A : Structure de la protéine VAD1 « forme longue » (598 acides aminés (aa)). 
B : Structure de la protéine VAD1 « forme courte » (398 aa). 
C : Protéine de la vigne (Vitis vinifera, CAO70534, 640 aa, 51% identité avec VAD1).
D : Protéine de la vigne (Vitis vinifera, CAN61799, 638 aa, 42% identité avec VAD1). 
E : Protéine du Riz (Oryza sativa cv. japonica, OsJ_028994, 565 aa, 38 % identité avec VAD1). 
F : Protéine du riz (Oryza sativa cv. indica, OsI_025155, 554 aa, 40 % identité avec VAD1).
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myotubularines (Yamashita et al., 2006  ; Cao et al., 2007). La fonction de ce domaine est 
encore inconnue mais pourrait être associée à des interactions protéines-protéines ou 
protéines-lipides (Doerks et al., 2000). La protéine VAD1 (598 acides aminés, Figure 33A) 
contient un domaine transmembranaire ainsi qu’un domaine « coil-coiled » à l’extrémité C-
terminale de la protéine, ce qui suggère une localisation membranaire. Cependant, la 
recherche dans les banques de données démontre qu’il existe une deuxième forme de cette 
protéine qui correspond à une protéine plus courte (379 acides aminés, Figure 33B) 
contenant le domaine GRAM, mais délétée du domaine transmembranaire ainsi que du 
domaine coil-coiled. Dans cette situation, la protéine VAD1 pourrait être une protéine 
soluble. 
Une recherche a aussi été réalisée dans différentes banques de données en utilisant le 
logiciel BLASTP et a permis d’identifier des protéines comme étant des homologues putatifs 
de VAD1. Chez la Vigne (Vitis vinifera), deux protéines se sont révélées être des 
homologues putatifs de VAD1. La première est une protéine de 640 acides aminés 
(CAO70534, Figure 33C) révélant une identité de 51% avec VAD1 et possèdant un domaine 
GRAM et un domaine transmembranaire. La deuxième, une protéine de 638 acides aminés 
(CAN61799, Figure 33D) contenant ces deux domaines, et possède une identité de 42% 
avec VAD1. Deux autres protéines ont été identifiées chez deux sous-espèces du Riz. 
Celles-ci, trouvées chez Oryza sativa cv. japonica (OsJ_028994, 565 acides aminés, Figure 
33E) et Oryza sativa cv. indica (OsI_025155, 554 acides aminés, Figure 33F) révèlent 
respectivement une identité de 38% et de 40 % avec VAD1, possèdent un domaine GRAM 
mais ne possèdent pas de domaine transmembranaire ni de domaine coil-coiled. En 
revanche, elles possèdent un domaine HDAC (pour « Histone DeACetylase »), domaine 
permettant une liaison avec la chromatine. 
 
L’identification de ces homologues putatifs ne permet cependant pas de déterminer une 
fonction pour la protéine VAD1, ces protéines n’ayant pas de fonction attribuée. De plus, 
seule la protéine de la Vigne possède un domaine GRAM et un domaine transmembranaire, 
pouvant suggérer une fonction putative de liaison aux membranes. 
I.1.3. Modifications post-traductionnelles 
L’analyse de la séquence protéique de VAD1 démontre la présence de motifs PEST. La 
désignation PEST signifie que la protéine possède dans certaines régions une concentration 
locale forte en acides aminés de type Proline (P), acide Glutamique (E), Sérine (S), 
Thréonine (T) et peut aussi contenir dans une moindre mesure des acides aspartiques. Ces 
concentrations locales fortes sont responsables de la régulation de la durée de vie de la 
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Figure 34 : Constructions utilisées pour l’analyse fonctionnelle de VAD1.
p35S : construction témoin contenant un double promoteur 35S.
p35S::VAD1g : Fragment génomique de VAD1 placé sous le contrôle d’un double promoteur 35S.
pVAD1::VAD1g::GFP : Fragment génomique de VAD1 placé sous le contrôle de son propre 
promoteur et fusionné à la GFP en C-terminal.
pVAD1::GFP::VAD1g : Fragment génomique de VAD1 placé sous le contrôle de son propre 
promoteur et fusionné à la GFP en N-terminal.
p35S::VAD1g::GFP : Fragment génomique de VAD1 placé sous le contrôle d’un double 
promoteurs 35S et fusionné à la GFP en C-terminal.
p35S::GFP::VAD1g : Fragment génomique de VAD1 placé sous le contrôle d’un double 
promoteurs 35S et fusionné à la GFP en N-terminal.
p35S
p35S::VAD1g
pVAD1::VAD1g::GFP
pVAD1::GFP::VAD1g
p35S::VAD1g::GFP
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protéine en permettant son clivage par des enzymes protéolytiques (Rogers et al., 1986  ; 
Rechsteiner et Rogers, 1996). 
Le logiciel de prédiction PESTfind (https://emb1.bcc.univie.ac.at/toolbox/pestfind/), a ainsi 
permis de prédire la présence de 2 motifs PEST dans la protéine VAD1: le premier situé 
entre les acides aminés 21 et 40, possède un score de 8,69, et le deuxième entre les acides 
aminés 46 et 57, possède un score de 20,57. D’après les auteurs, les protéines contenant 
des motifs PEST avec un score supérieur à 5 représentent des régions ayant une forte 
probabilité de coupure par des enzymes protéolytiques. La présence de ces motifs indique 
donc que la protéine VAD1 pourrait être une cible d’enzymes protéolytiques et que ces 
motifs pourraient être impliqués dans le contrôle de la stabilité de cette protéine.  
La séquence de la protéine VAD1 a enfin été soumise à une analyse avec le logiciel 
SUMOplot (http://www.abgent.com.cn/doc/sumoplot/), logiciel permettant de déterminer la 
présence de sites putatifs de sumoylation. La réaction de sumoylation permet l’ajout d’un 
groupement, SUMO1 (pour Small Ubiquitin MOdifier) appartenant à la famille des 
ubiquitines. La sumoylation est une réaction qui entre en compétition avec l’ubiquitination, 
réaction enzymatique qui permet l’ajout de groupement ubiquitine au niveau de certains 
résidus de type lysine. L’ubiquitination a pour conséquence l’adressage de la protéine vers le 
protéasome qui dégrade la protéine cible. L’analyse avec ce logiciel démontre la présence 
de cinq sites putatifs de sumoylation, dont deux présentent une forte probabilité (situés entre 
les acides aminés 179 et 182, et 386 et 389). La protéine VAD1 pourrait donc être une cible 
de cette réaction de sumoylation, et par conséquent de la réaction d’ubiquitination. 
La recherche d’autres motifs de régulation post-traductionnelles, telles la phosphorylation 
ou la glycosylation, n’a pas permis de mettre en évidence la possibilité de telles régulations 
sur la protéine VAD1.  
 
La protéine VAD1, supposée jouer un rôle dans la régulation de la mise en place de la 
mort cellulaire associée à la HR, d’après ces analyses pourrait être la cible de régulations 
post-traductionnelles. Ces régulations permettraient à la plante de contrôler finement la 
durée de vie de cette protéine et donc sa participation à la régulation de la mort cellulaire. 
I.2. Effet de la surexpression in planta de VAD1 
Afin de rechercher si VAD1 pouvait exercer un contrôle sur la mise en place de la HR, 
plusieurs stratégies ont été développées pour surexprimer le gène VAD1 et pour rechercher 
les conséquences de cette surexpression. Tout d’abord, des expériences d’expression 
transitoire ont été réalisées, puis des expériences sur des plantes transgéniques 
d’Arabidopsis ont été réalisées. 
Pour ces approches, différentes constructions ont été générées (Figure 34) : 
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Heures après infiltration
Figure 35 : Phénotypes de plantes de Nicotiana benthamiana après infiltration de feuilles avec 
des souches d’Agrobacterium tumefaciens contenant les constructions indiquées. 
A, B : Phénotype des feuilles co-infiltrées avec des souches d’Agrobacterium tumefaciens (DO : 0,5) 
contenant le gène d’avirulence AvrRpt2 et le gène GUS du côté gauche de la feuille, ou contenant le 
gène d’avirulence AvrRpt2 et les constructions avec le gène VAD1 fusionné à la GFP sous contrôle de 
son propre promoteur (A) ou d’un double 35S (B) du côté droit de la feuille.
C, D : Expression de VAD1 déterminée par Q-RT-PCR. Le niveau d’expression de VAD1 a été 
normalisé avec le niveau d’expression du gène de ménage EF1α.
E, F : Expression de HSR203J déterminée par Q-RT-PCR. Le niveau d’expression de HSR203J a été 
normalisé avec le niveau d’expression du gène de ménage EF1α. Courbes roses : feuilles infiltrées 
avec AvrRpt2/GUS. Courbes bleues : feuilles infiltrées avec AvrRpt2/constructions VAD1.
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-p35S : construction témoin constituée d’un vecteur vide contenant un double promoteur 
constitutif fort 35S. 
-p35S::VAD1g : construction contenant le fragment génomique de VAD1 placé sous le 
contrôle d’un double promoteur constitutif 35S. 
-pVAD1::VAD1g::GFP : construction contenant le fragment génomique de VAD1 placé 
sous le contrôle de son propre promoteur et fusionné à la GFP en C-terminal. 
-pVAD1::GFP::VAD1g : construction contenant le fragment génomique de VAD1 placé 
sous le contrôle de son propre promoteur et fusionné à la GFP en N-terminal. 
-p35S::VAD1g::GFP : construction contenant le fragment génomique de VAD1 placé sous 
le contrôle d’une double promoteur constitutif 35S et fusionné à la GFP en C-terminal. 
-p35S::GFP::VAD1g : construction contenant le fragment génomique de VAD1 placé sous 
le contrôle d’une double promoteur constitutif 35S et fusionné à la GFP en N-terminal. 
Ces constructions ont été introduites dans une souche d’Agrobacterium tumefaciens 
(C58C1) et utilisées aussi bien en expression transitoire ou pour les transformations  
I.2.1. Expériences d’expression transitoire 
Les différentes constructions générées ont été utilisées lors d’expériences d’expression 
transitoire chez Nicotiana benthamiana (Mudgett et Staskawicz, 1999 ; Day et al., 2005 ). 
Dans l’objectif d’étudier l’effet de la surexpression de VAD1 sur la mise en place de la HR, 
des plantes ont été co-infiltrées avec des souches d’Agrobacterium tumefaciens contenant 
les différentes constructions d’intérêt et une construction contenant le gène AvrRpt2 capable 
de déclencher la HR chez Nicotiana benthamiana. Le phénotype d’apparition des lésions HR 
parallèlement à l’expression de VAD1 a été suivi (Figure 35). Le gène GUS placé sous le 
contrôle du promoteur 35S a été utilisé comme témoin négatif. 
L’observation de plantes de Tabac infiltrées avec la souche contenant la construction 
pVAD1::GFP::VAD1g indique un ralentissement de l’apparition des lésions HR en 
comparaison avec la construction témoin GUS (Figure 35A). Une mesure de l’expression de 
VAD1 montre qu’effectivement VAD1 est exprimé dans la feuille infiltrée avec la construction 
pVAD1::GFP::VAD1g et ne l’est pas du côté où la souche servant de témoin négatif a été 
infiltrée (Figure 35C). Des résultats similaires ont été obtenus avec la construction 
p35S::VAD1g::GFP (Figure 35B et 35D) . En effet, un délai ainsi qu’une diminution de 
l’intensité des lésions sont observés. 
De manière à quantifier au niveau moléculaire ce ralentissement de l’apparition des 
lésions HR, l’expression du marqueur de mort cellulaire HSR203J (Pontier et al., 2001) a été 
suivie au cours du temps (Figure 35E). En accord avec les observations phénotypiques, le 
marqueur HSR203J présente un délai dans son accumulation ainsi qu’une diminution 
lorsque VAD1 est surexprimé. Dans le cas de la construction pVAD1::GFP::VAD1g, le 
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maximum d’expression est observé 24h après infiltration pour la construction servant de 
témoin négatif et à 50h après infiltration avec la construction VAD1, indiquant un délai de la 
mise en place de la mort cellulaire. Ces résultats indiquent un ralentissement et une 
diminution de la HR lorsque VAD1 est exprimé. De même, avec la souche exprimant la 
construction p35S::VAD1g::GFP, un retard ainsi qu’une diminution de l’expression de 
HSR203J sont observés (Figure 35F), le maximum étant atteint à 24h pour la construction 
contenant VAD1, alors qu’il est atteint à 12h pour la construction servant de témoin négatif. 
Ces résultats démontrent que, chez Nicotiana benthamiana, l’infiltration de souches 
permettant de surexprimer VAD1 sous le contrôle d’un double promoteur 35S ou sous le 
contrôle de son propre promoteur induit un ralentissement de l’apparition des lésions HR 
conférés par l’expression du transgène AvrRpt2. De plus, en accord avec l’observation de 
ces phénotypes, la surexpression de VAD1 induit une diminution ainsi q’un retard de 
l’accumulation des transcrits du gène marqueur de mort cellulaire HSR203J. Ces résultats 
semblent donc confirmer l’hypothèse selon laquelle VAD1 agit comme un régulateur négatif 
de la mort cellulaire associée à la HR. Toutefois, ces résultats ont été obtenus chez le 
système hétérologue Nicotiana benthamiana et doivent être confirmés sur des lignées 
transgéniques d’Arabidopsis surexprimant VAD1. 
I.2.3. Analyse de lignées d’Arabidopsis surexprimant VAD1 
Du fait de problèmes techniques rencontrés au cours de la thèse, des lignées 
transgéniques stables d’Arabidopsis n’ont été disponibles qu’à la fin de mes travaux de 
thèse. Les résultats présentés dans cette partie sont par conséquent des résultats 
préliminaires obtenus sur un nombre restreint de lignées, et devront donc être confirmés. 
I.2.3.1. Phénotype développemental des différentes lignées 
transgéniques générées 
Les différentes constructions générées (Figure 34) ont été utilisées pour transformer une 
souche d’Agrobacterium tumefaciens permettant de transformer des plantes d’Arabidopsis 
de façon stable par trempage des inflorescences. Ainsi, des plantes de l’écotype sauvage 
Ws-4 et du mutant vad1 ont été transformées avec ces constructions. L’ADN-T inséré dans 
ces lignées confère une résistance à l’hygromycine. Les lignées ont été sélectionnées en 
génération M1 sur la base de leur capacité à pousser in vitro sur un milieu contenant de 
l’hygromycine et l’insertion de l’ADN-T a été confirmée en génération M2 par analyse PCR et 
par étude de la ségrégation sur milieu sélectif (voir matériels et méthodes). Les lignées 
transgéniques sélectionnées après transformation du mutant vad1 présentent, au cours de 
leur développement et en absence de tout agent pathogène, un phénotype sauvage et ne 
présentent plus de lésion, indiquant que les constructions utilisées dans ces expériences 
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Figure 36 : Phénotype des différentes lignées d’Arabidopsis transgéniques comparé à celui de la 
lignée parentale sauvage Ws-4.
A : Expression de VAD1 chez des plantes âgées de 28 jours de la lignée parentale sauvage Ws-4, des 
lignées transgéniques contrôles (p35S) et des lignées transgéniques VADox (p35S::VAD1g, 
p35S::GFP::VAD1g). B : Phénotypes de la lignée parentale sauvage Ws-4, des lignées transgéniques 
contrôles et des lignées transgéniques VADox, 72h après inoculation avec la souche avirulente 
PstDC3000/avrRpm1 (5x106 cfu.ml-1). Les niveaux relatifs d’expression de VAD1 ont été normalisés avec 
le niveau d’expression de la  β-tubuline4, le niveau relatif de Ws-4 a été fixé à 1.
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sont fonctionnelles, celles-ci étant capables de complémenter le phénotype du mutant vad1 
(données non présentées). Les plantes de l’écotype sauvage Ws-4 transformées présentent, 
au cours de leur développement et en absence de tout agent pathogène, un phénotype de 
type sauvage (données non présentées). Cependant, seules des observations visuelles ont 
été réalisées sur ces plantes et ces observations devront être confirmées et détaillées plus 
largement, notamment par l’analyse du nombre de feuilles, de la taille des feuilles, ou encore 
de la cinétique d’apparition des inflorescences dans le but de savoir si la surexpression de 
VAD1 induit des modifications de processus développementaux. 
I.2.3.2. Phénotype de lignées surexprimant VAD1, après 
inoculation avec une souche avirulente 
Le phénotype des lignées d’Arabidopsis surexpresseurs a été observé suite à une 
inoculation avec la souche avirulente PstDC3000/avrRpm1 (5x106 cfu.mL-1). Ici sont 
présentés les résultats obtenus sur 3 lignées transgéniques sur 7 testées obtenues après 
transformation de l’écotype sauvage Ws-4 avec la souche contenant la construction 
p35S::VAD1g, sur 3 sur 6 testées lignées avec la construction p35S::VAD1g::GFP et sur 3 
lignées sur 8 testées contenant la construction p35S . Ces lignées présentent des niveaux 
d’expression de VAD1 différents au cours de leur développement, en absence d’agent 
pathogène (Figure 36A). Les lignées transformées avec la construction contrôle p35S 
présentent un niveau d’expression similaire à celui observé chez le parent sauvage Ws-4. 
Les lignées transformées avec la construction p35S::VAD1g présentent des niveaux 
d’expression de VAD1 différents : 105 fois par rapport au niveau d’expression chez la lignée 
parentale sauvage pour la lignée p35S::VAD1g-1, 6 fois pour la lignée p35S::VAD1g-4 et 31 
fois pour la lignée p35S::VAD1g-6. De même, les lignées p35S::VAD1g::GFP présentent des 
niveaux d’expression différents : 88 fois pour la lignée p35S::VAD1g::GFP-2, 97 fois pour la 
lignée p35S::VAD1g::GFP-4 et 61 fois pour la lignée p35S::VAD1g::GFP-5. Ces lignées 
présentant des niveaux d’expression différents, ont été sélectionnées pour des expériences 
d’inoculation de manière à déterminer si les phénotypes observés peuvent être corrélés avec 
le niveau d’expression de VAD1. 
Les résultats obtenus montrent que les lignées contenant la construction 
p35S::GFP::VAD1g et p35S::VAD1 présentent un délai dans l’apparition des lésions HR, 
avec des lésions moins développées 72h après inoculation en comparaison avec la lignée 
parentale sauvage et avec les lignées possédant la construction témoin p35S (Figure 36B). 
De plus, les lésions à ce stade de l’expérience présentent un aspect de type chlorotique 
chez ces lignées, alors que les lésions de type HR (nécrotiques) sont apparues chez la 
lignée parentale sauvage. Cependant, malgré des niveaux d’expression de VAD1 différents 
dans les différentes lignées p35S::GFP::VAD1g, il est difficile d’associer les phénotypes 
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Figure 37 : Expression de PR-1 (A) et de VAD1 (B) déterminée par Q-RT-PCR chez les 
différentes lignées transgéniques d’Arabidopsis et chez la lignée parentale sauvage Ws-4 
au cours d’une inoculation avec la souche avirulente PstDC3000/avrRpm1.
Expression de PR-1 (A) et de VAD1 (B) au temps 0 (barres noires), 9h (barres violettes), 24h 
(barres vertes) et 48h (barres rouges) après inoculation avec la souche avirulente 
PstDC3000/avrRpm1 (5x106 cfu.ml-1). Les niveaux d’expression de PR-1 et VAD1 ont été 
normalisés avec le niveau d’expression de  β-tubuline4 et le niveau d’expression chez Ws-4 a 
été porté à 1.
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observés aux niveau d’expression de VAD1, les phénotypes observés étant similaires. 
Cependant, les niveaux d’expression de VAD1 dans ces lignées sont relativement proches. 
En revanche, l’analyse des lignées transformées avec la construction p35S::VAD1g 
démontre que la lignée p35S::VAD1g-2 présente plus de feuilles chlorotiques que la lignée 
p35S::VAD1g-6, qui elle-même présente plus de feuilles chlorotiques que la lignée 
p35S::VAD1g-5 (données non présentées). Ces observations sont en accord avec les 
niveaux d’expression de VAD1. Il apparaît que, dans ces lignées, plus le niveau d’expression 
de VAD1 est fort, plus les plantes présentent un retard dans le développement des lésions 
HR. 
En parallèle de l’observation phénotypique des lignées surexpresseurs, l’expression du 
gène marqueur de défense PR-1 a été quantifiée par Q-RT-PCR au cours du temps de 
après inoculation avec la ssouche PstDC3000/avrRpm1 (Figure 37A). Alors que l’expression 
de PR-1 présente un maximum à 24h chez la lignée parentale sauvage et les plantes 
transformées avec la construction contrôle, l’expression de PR-1 est maximum à 48h après 
inoculation chez les lignées surexpresseurs. Il apparaît donc dans cette expérience que les 
lignées transformées présentent un retard dans l’accumulation du transcrit de PR-1, ce qui 
est en accord avec les observations phénotypiques où ces mêmes lignées présentent un 
retard dans la mise en place de la HR. Cependant, malgré un retard d’accumulation de 
transcrits du gène marqueur PR-1, le niveau d’expression de celui-ci ne semble pas être 
affecté chez les lignées surexpresseurs en comparaison avec les lignées contrôles et le 
parent sauvage Ws-4 (à l’exception de la lignée p35S::GFP::VAD1g-4 qui présente une 
diminution du niveau des transcrits de PR-1). En tant que contrôle de l’expérience, 
l’expression de VAD1 a été déterminée par Q-RT-PCR (Figure 37B). Au cours de 
l’inoculation, les lignées surexpresseurs, comparées au parent sauvage Ws-4 et aux lignées 
témoins négatifs, présentent une augmentation de transcrits de VAD1 pour atteindre un 
maximum 48h après inoculation. Il est intéressant de noters que les lignées surexpresseurs 
exprimant le plus fortement VAD1 au cours du développement sont les lignées qui expriment 
le plus fortement VAD1 au cours de l’inoculation. Cependant, l’ensemble des données 
présentées ici sont préliminaires et devront être confirmées. 
 
Les résultats présentés ici, bien que préliminaires, indiquent que la surexpression de 
VAD1 induit un retard dans l’apparition de la HR et dans l’accumulation de transcrits de 
gènes marqueurs de la HR, aussi bien au cours d’expériences d’expression transitoire ou 
par l’analyse de lignées transgéniques. Ces observations sont donc en accord avec 
l’hypothèse selon laquelle VAD1 serait un régulateur négatif de la mort cellulaire associée à 
la HR. 
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Logiciel Localisation prédite Site internet
Predotar Plastes http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html
ChloroP Chloroplastes (présence d’un peptide de transit ) http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
Mitoprot Pas de localisation dans la mitochondrie http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html
PTS1 Pas de localisation dans les péroxysomes
http://mendel.imp.univie.ac.at/mendeljsp/sat/pts1/
PTS1predictor.jsp
WolfPSORT
Noyau
Réticulum endoplasmique
Chloroplastes
http://wolfpsort.org/
TagetP Chloroplastes http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
Multiloc Cytoplasme http://www-bs.informatik.uni-tuebingen.de/Services/MultiLoc/index_html
SLP-local Chloroplastes http://sunflower.kuicr.kyoto-u.ac.jp/~smatsuda/slplocal.html
Tableau 4 : Tableau récapitulatif des différents sites et logiciels utilisés pour prédire la 
localisation subcellulaire de VAD1.
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II. Etude de la localisation subcellulaire de VAD1 
La détermination de la localisation tissulaire, cellulaire et subcellulaire de VAD1 est un 
point important permettant d’obtenir des données supplémentaires quant à la fonction de 
VAD1. Cela permettrait aussi de répondre à certaines questions : la protéine VAD1 est-elle 
une protéine membranaire ou une protéine soluble, joue-t-elle un rôle au niveau de 
compartiments cellulaires spécifiques ? C’est pourquoi différentes approches ont été 
utilisées. Tout d’abord, une analyse in silico a été réalisée par l’utilisation de logiciels de 
prédiction de localisation, puis des expériences d’expression de protéines de fusion entre 
VAD1 et la GFP ont été réalisées in planta. 
II.1. Analyse in silico 
Pour réaliser cette analyse, différents logiciels de prédiction de localisation subcellulaire 
disponibles sur internet ont été utilisés (Tableau 4). Comme décrit précédemment, 2 formes 
de la protéine VAD1 contenant le domaine GRAM sont trouvées dans les banques de 
données, une forme possédant un domaine transmembranaire et un domaine coil-coiled 
(forme longue), et une forme ne les possédant pas (forme courte). Ces 2 formes différentes 
ont été étudiées et leur localisation a été prédite à l’aide des différents logiciels de prédiction 
disponibles sur le site www.expasy.ch/tools/#similarity et http://aramemnon.botanik.uni-
koeln.de/. Tout d’abord, la forme longue de VAD1 possédant un domaine transmembranaire, 
constitué par les acides aminés situés entre la position 508 et 528, est donnée pour être 
membranaire (logiciels SOSUI, TMHMM). De plus, la partie N-terminale de la protéine serait 
orientée vers l’extérieur de la membrane, et la partie C-terminale vers l’intérieur (logiciel 
TMHMM). Il apparaît que la forme longue pourrait être une protéine présente au niveau de 
plastes (Predotar), et particulièrement au niveau des chloroplastes (ChloroP, TargetP). Ces 
2 derniers logiciels indiquent qu’un peptide de transit pour un adressage vers les 
chloroplastes semblent exister au niveau de la partie N-terminale de la protéine. De même, 
les logiciels PCLR et SLP-local prédisent une localisation chloroplastique. Cependant, 
d’autres logiciels prédisent une localisation différente. Les résultats obtenus avec logiciel 
WolfPSORT suggérent, avec la probabilité la plus forte, une localisation nucléaire, avec 
cependant 2 probabilités également fortes pour le réticulum endoplasmique et les 
chloroplastes. Le logiciel Multiloc prédit une localisation cytoplasmique. De plus, le logiciel 
PSORT prédit une localisation au niveau chloroplastique, mais aussi une possibilité pour le 
noyau. Les résultats obtenus avec d’autres logiciels comme PTS1 et Mitoprot permettent de 
penser que VAD1 ne serait pas une protéine ciblée au niveau des péroxysomes et au niveau 
des mitochondries.  
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Figure 38 : Etude de la localisation subcellulaire de VAD1. 
A, B : Observation en microscopie photonique en fluorescence de la GFP (A) et en lumière visible 
(B) de feuilles de Nicotiana benthamiana infiltrées avec une souche d’Agrobacterium tumefaciens
contenant la construction pVAD1::GFP::VAD1g.
C, D, E, F : Expériences de co-localisation par observation en microscopie confocale en 
fluorescence de la RFP (révélant le marqueur chloroplastique cRecA) (C), de la chlorophylle (D), de 
la GFP (E) et en lumière visible (F) de feuilles de Nicotiana benthamiana infiltrées avec une souche 
d’Agrobacterium tumefaciens contenant la construction pVAD1::GFP::VAD1g.
Barres : 10 µm.
Stomates
A B
C D
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L’analyse de la localisation putative de la forme courte de VAD1 montre que VAD1 serait 
une protéine soluble (SOSUI, TMHMM). Malgré cette différence importante avec la forme 
longue, les résultats obtenus révèlent des localisations prédites qui sont les mêmes que 
celles obtenues avec la forme longue, avec une plus forte probabilité pour une localisation 
au niveau des chloroplastes.  
L’ensemble des données obtenues in silico restent peu informatives. En effet, elles 
suggèrent que VAD1 ne semble pas être localisée ni au niveau des péroxisomes ni au 
niveau des mitochondries. De plus, la protéine VAD1 ne possédant pas de peptide de signal 
d’adressage vers le noyau, elle ne semble pas non plus être localisée au niveau du noyau. 
Cependant, cette possibilité ne peut être exclue, un logiciel prédisant une localisation 
nucléaire. Il apparaît de plus que les compartiments du réticulum endoplasmique et du Golgi 
ne semblent pas être les compartiments d’adressage de la protéine VAD1. La majorité des 
logiciels utilisés prédit une localisation au niveau de plastes, en particulier les chloroplastes. 
Cependant, on ne peut exclure que la protéine VAD1 puisse être également une protéine 
soluble qui ne serait pas trouvée au niveau de membranes, d’une part car il est possible 
qu’une forme de VAD1 délétée de son domaine transmembranaire existe, et d’autre part car 
un logiciel prédit une localisation cytoplasmique. Dans ce cas, il est possible d’envisager que 
la protéine VAD1 pourrait avoir des fonctions différentes selon sa localisation subcellulaire. 
II.2. Etude de la localisation tissulaire, cellulaire et 
subcellulaire de VAD1 in planta 
II.2.1. Analyse de la localisation de VAD1 par des expériences 
d’expression transitoire chez Nicotiana benthamiana. 
Afin de déterminer la localisation subcellulaire de VAD1, l’une des approches 
développées a été de transformer transitoirement des feuilles du système hétérologue 
Nicotiana benthamiana, comme décrit précédemment pour l’analyse des lignées 
surexprimant VAD1. Des feuilles ont été infiltrées et transformées avec des souches 
d’Agrobacterium tumefaciens contenant, pour l’une d’elles, le gène de VAD1 fusionné au 
gène codant la GFP dans sa partie N-terminale et placé sous le contrôle du promoteur de 
VAD1 (construction pVAD1::GFP::VAD1g), et pour l’autre, le marqueur cRecA (Khazi et al., 
2003) spécifiquement exprimé au niveau des chloroplastes fusionné à la RFP. Les 
observations en microscopie photonique à fluorescence montrent un marquage à la GFP au 
niveau des membranes (de nature inconnue) des stomates (Figure 38A). Dans le but de 
déterminer la localisation subcellulaire de VAD1, des expériences de co-localisation en 
microscopie confocale ont été réalisées en co-infiltrant des feuilles avec des souches 
d’Agrobacterium tumefaciens contenant la construction pVAD1::GFP::VAD1g et contenant le 
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marqueur cRecA, spécifiquement exprimé au niveau des chloroplastes. Les observations 
révèlent que seuls les chloroplastes apparaissent fluorescents après excitation de la RFP 
(Figure 38C). Cependant, tous les chloroplastes des cellules ne sont pas marqués. 
L’excitation de la GFP révèle une fluorescence spécifiquement au niveau de membranes des 
stomates de la feuille (Figure 38E). Néanmoins, il est difficile de conclure quand à la nature 
des membranes marquées à la GFP (il est toutefois possible que ces membranes soient les 
membranes plasmiques des stomates). Ces observations devront être confirmées par des 
expériences de co-localisation avec d’autres marqueurs des membranes, comme par 
exemple des marqueurs de la membrane plasmique. Il est aussi possible que la 
fluorescence observée au niveau des stomates soit localisée au niveau d’autres membranes 
et il ne faut pas exclure que ces membranes pourraient être des membranes des 
chloroplastes ou d’autres organites. En effet, comme déjà mentionné en expression 
transitoire, tous les chloroplastes des cellules transformées ne fluorescent pas après 
excitation de la RFP. 
II.2.2. Analyse de la localisation de VAD1 dans des lignées 
transgéniques d’Arabidopsis 
Des plantes de la lignée parentale sauvage Ws-4 ont été transformées avec les 
différentes constructions permettant la fusion entre VAD1 et la GFP (Figure 34) de manière à 
déterminer la localisation de la protéine VAD1. Les premières expériences réalisées sur ces 
plantes n’ont pas permis de mettre en évidence de fluorescence de la GFP. 
 
III. Discussion, conclusions, perspectives,  
III.1. VAD1 : un régulateur négatif de la mise en place de la 
HR ? 
Les données obtenues sur le système hétérologue Nicotiana benthamiana indiquent que 
l’expression de VAD1 induit un ralentissement de l’apparition de la mort cellulaire associée à 
la HR et une diminution ainsi qu’un ralentissement de l’accumulation d’un marqueur de la 
mort cellulaire (HSR203J), confirmant ainsi les observations visuelles. De plus, les résultats 
préliminaires obtenus sur les lignées transgéniques surexpresseurs suggèrent que la 
surexpression de VAD1 confère également un ralentissement de l’apparition des lésions HR 
associé à un délai dans l’accumulation des transcrits du marqueur de défense PR-1 en 
réponse à l’inoculation avec la souche PstDC3000/AvrRpm1 chez Arabidopsis. L’ensemble 
de ces données tend donc à confirmer l’hypothèse selon laquelle VAD1 serait un régulateur 
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négatif de la mort cellulaire associée à la HR. Cependant, ces résultats ont été obtenus chez 
un système hétérologue pour une part et sont des résultats préliminaires pour une autre part, 
et devront par conséquent être confirmés par des expériences supplémentaires. Il sera en 
outre nécessaire d’étudier un plus grand nombre de lignées transgéniques et de déterminer 
la quantité de protéine VAD1 de manière à mettre en relation la quantité de protéine et les 
phénotypes observés afin de confirmer les résultats obtenus. De plus, au cours de ces 
expériences préliminaires, une seule souche avirulente de PstDC3000 a été testée, il sera 
donc nécessaire de tester d’autres souches avirulentes de PstDC3000 et d’autres agents 
pathogènes, comme par exemple Xanthomonas campestris pv. campestris. 
III.2. Régulation de la protéine VAD1 
Lors des premières analyses des surexpresseurs de VAD1, l’absence ou l’impossibilité de 
détection de la protéine VAD1 marquée par la GFP soulève différentes questions. Les 
transcrits de VAD1 ayant été montrés produits en quantité dans les plantes surexpresseurs 
(paragraphe I.2.3.1.), existe-il une régulation post-transcriptionnelle au niveau des transcrits 
de VAD1 ? De plus, malgré plusieurs expériences de Western Blot permettant théoriquement 
de détecter la GFP à l’aide d’anticorps spécifiques de la GFP, aucun signal n’a pu être 
détecté, ce qui amène la question de la possibilité de la présence d’une régulation post-
traductionnelle de la protéine VAD1. La protéine VAD1 étant supposée jouer un rôle dans la 
régulation de la mort cellulaire associée à la HR, il est possible que la plante ait mis en place 
des systèmes de régulation très fins de la protéine VAD1 de manière à réguler sa présence 
et sa fonction. Comme le démontre l’analyse in silico visant à déterminer la présence chez 
VAD1 de motifs peptidiques permettant la régulation des protéines (motifs PEST, 
ubiquitination, sumoylation), il est fortement probable que la protéine VAD1 soit la cible 
d’enzymes de régulation de la durée de vie des protéines. Il sera nécessaire de déterminer 
notamment l’implication des domaines PEST sur la régulation de la protéine VAD1 et sur les 
phénotypes conférés par la surexpression de VAD1. Des constructions comportant des 
mutations des domaines PEST et des lignées transgéniques transformées avec ces 
constructions ont été générées. De plus, la mutation de lysines (putativement la cible des 
réactions de sumoylation et d’ubiquitination) devra être effectuée de manière à déterminer 
aussi l’implication de ces motifs putatifs sur la fonction de la protéine VAD1. 
L’absence de détection de la GFP en microscopie de fluorescence et en Western Blot, 
indique que les conditions dans lesquelles ces expériences ont été réalisées ne sont peut 
être pas optimales, et que la protéine VAD1 n’est pas présente dans ces conditions, ou à 
des niveaux très faibles et non détectables par Western Blot. Il sera donc nécessaire de 
réaliser ces mêmes expériences dans des conditions différentes, notamment lors 
d’interactions avec des agents pathogènes avirulents, ou encore lors de traitements avec par 
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exemple les molécules de signalisation SA et ET, ces molécules induisant l’expression du 
gène VAD1. 
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Chapitre II : Placement de VAD1 dans les voies 
de signalisation conduisant à la HR et à la 
résistance 
 
Une donnée essentielle concernant le mode d’action de VAD1 est de placer cette 
composante dans les voies de signalisation conduisant à la HR et à la résistance. La 
connaissance de cette donnée permet d’une part de confirmer que VAD1 est effectivement 
une composante contrôlant certains mécanismes contrôlant la mise en place de la mort 
cellulaire liée à la HR, et d’autre part de placer VAD1 dans les voies de signalisation 
conduisant à la HR et à la résistance. Des données antérieures ont été obtenues concernant 
le placement de vad1 dans les voies de signalisation précoce et dans la voie de signalisation 
SA (Lorrain et al., 2004). Des croisements réalisés avec des mutants affectés dans les 
gènes codant les composantes des voies de signalisation précoces EDS1 et NDR1 ont 
montré que le phénotype de mort cellulaire du mutant vad1 est partiellement dépendant de 
ces 2 composantes, alors que l’augmentation de la résistance conférée par la mutation vad1 
est dépendante de la présence des 2 protéines. De plus, les phénotypes du mutant vad1 
sont tous dépendants de la voie de biosynthèse SA (croisements avec sid1, sid2 et NahG) et 
partiellement dépendants de la voie de signalisation SA (croisement avec npr1), et 
l’expression de VAD1 est contrôlée par la voie SA. Comme décrit précédemment en 
introduction, ces voies ne sont pas les seules impliquées dans le contrôle de la HR et de la 
résistance, et agissent au sein d’un réseau complexe de régulation. Elles agissent en 
concert avec d’autres voies de signalisation comme les voies ET et JA. Ici seront présentés 
les résultats obtenus (i) sur l’influence des voies de signalisation ET et JA sur les phénotypes 
conférés par la mutation vad1, et donc sur le contrôle de ces voies par VAD1 et (ii) sur le 
contrôle potentiel de l’expression de VAD1 par ces voies. L’ensemble de ces données 
permet de proposer un placement VAD1 dans le réseau de signalisation, et plus largement 
d’émettre des hypothèses sur la fonction de VAD1 dans le contrôle de la HR et de la 
résistance. 
 
Afin d’aborder cette question, plusieurs approches ont été développées : (i) la 
détermination de l’accumulation des molécules de signalisation ainsi que de l’activation des 
voies chez le mutant vad1, (ii) l’analyse des phénotypes de doubles mutants entre vad1 et 
des mutants connus des voies de signalisation ET et JA, (iii) l’étude de l’expression de VAD1 
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chez les mutants des voies de signalisation au cours d’une interaction, et (iv) le suivi de 
l’expression de VAD1 en réponse à l’application de molécules de signalisation. 
● La détermination de la production d’ET a été effectuée par chromatographie en phase 
gazeuse chez le mutant vad1 après apparition des lésions et comparée aux données 
obtenues chez la lignée parentale sauvage Ws-4. En utilisant la technique de RT-PCR 
quantitative (Q-RT-PCR), le profil d’expression de différents gènes impliqués dans la 
biosynthèse et dans la voie de signalisation de l’ET a été analysé chez le mutant vad1 
avant, au moment et après apparition des lésions, en comparaison avec l’écotype sauvage 
Ws-4. 
● Dans le but de réaliser des expériences d’analyse d’épistasie, le mutant vad1 a été 
croisé avec des mutants connus des voies de signalisation ET et JA (ici ont été utilisés 
les mutants ein2, ein3, ein4, eto2, ctr1, jar1, coi1 et une lignée sur-exprimant le facteur de 
transcription ERF1, un schéma simplifié du placement de ces mutations dans les voies ET et 
JA voies est disponible sur la figure 20). Les phénotypes de mort cellulaire, d’accumulation 
de marqueurs de défense et de résistance ont été déterminés chez ces doubles mutants en 
comparaison avec les simples mutants et les lignées parentales sauvages correspondantes.  
● Les mutants de signalisation choisis pour générer les doubles mutants ont également 
été utilisés pour déterminer l’impact de ces mutations, et donc des voies de signalisation, sur 
la régulation de l’expression de VAD1 au cours d’une interaction incompatible. Dans 
ce but, les mutants ont été inoculés avec la souche avirulente PstDC3000/avrRpm1 et 
l’expression de VAD1 a été quantifiée par Q-RT-PCR et comparée à l’expression de VAD1 
chez la lignée parentale sauvage. Lorsqu’une modification de l’expression de VAD1 chez ces 
mutants est observée, cela signifie que les voies affectées chez ces mutants exercent un 
rôle sur le contrôle de l’expression de VAD1. 
● Le suivi de l’expression de VAD1 a également été réalisé par Q-RT-PCR après 
traitement avec la molécule de signalisation ET, avec son précurseur l’ACC et avec 
l’inhibiteur de la perception de l’ET, le 1-MCP (1-Methyl cyclopropène). 
De plus, une expérience visant à déterminer l’impact des interconnections entre les 
différentes voies de signalisation ET, JA et SA sur l’expression de VAD1 a été réalisée. 
Dans ce but, les mutants des voies ET et JA utilisés pour générer les doubles mutants ont 
été traités avec la molécule de signalisation SA et les profils d’expression de VAD1 chez ces 
mutants ont été quantifiés par Q-RT-PCR. 
L’ensemble des résultats obtenus est décrit dans un article paru récemment dans la revue 
« Plant Physiology ». Cet article est présenté dans la première partie de ce chapitre. Des 
données complémentaires concernant le placement de VAD1 dans les voies de signalisation 
sont présentées à la suite de cet article. 
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I. Données publiées 
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Ethylene Is One of the Key Elements for Cell Death and
Defense Response Control in the Arabidopsis Lesion
Mimic Mutant vad11[W]
Olivier Bouchez, Carine Huard, Se´verine Lorrain, Dominique Roby, and Claudine Balague´*
Laboratoire des Interactions Plantes-Microorganismes, UMR INRA/CNRS 441/2594, 31320 Castanet-Tolosan,
France (O.B., C.H., D.R., C.B.); and Centre for Integrative Genomics, University of Lausanne, CH–1015
Lausanne, Switzerland (S.L.)
Although ethylene is involved in the complex cross talk of signaling pathways regulating plant defense responses to microbial
attack, its functions remain to be elucidated. The lesion mimic mutant vad1-1 (for vascular associated death), which exhibits the
light-conditional appearance of propagative hypersensitive response-like lesions along the vascular system, is a good model
for studying the role of ethylene in programmed cell death and defense. Here, we demonstrate that expression of genes
associated with ethylene synthesis and signaling is enhanced in vad1-1 under lesion-promoting conditions and after plant-
pathogen interaction. Analyses of the progeny from crosses between vad1-1 plants and either 35STERF1 transgenic plants or
ein2-1, ein3-1, ein4-1, ctr1-1, or eto2-1 mutants revealed that the vad1-1 cell death and defense phenotypes are dependent on
ethylene biosynthesis and signaling. In contrast, whereas vad1-1-dependent increased resistance was abolished by ein2, ein3,
and ein4 mutations, positive regulation of ethylene biosynthesis (eto2-1) or ethylene responses (35STERF1) did not exacerbate
this phenotype. In addition, VAD1 expression in response to a hypersensitive response-inducing bacterial pathogen is
dependent on ethylene perception and signaling. These results, together with previous data, suggest that VAD1 could act as an
integrative node in hormonal signaling, with ethylene acting in concert with salicylic acid as a positive regulator of cell death
propagation.
Plants regulate the different processes of their biol-
ogy by producing a diverse set of hormones that act by
modulating gene expression. Ethylene is one of them
and affects myriad developmental processes, such as
seedling emergence, leaf and flower senescence, for-
mation of the vascular system, ripening, organ abscis-
sion, and also responses to biotic and abiotic stresses
(Abeles et al., 1992; Bleecker and Kende, 2000; van
Doorn, 2005). Interestingly, this hormone has been
shown in certain cases to modulate programmed cell
death (PCD) pathways, such as ethylene-induced leaf
senescence, which depends on age-related changes
(Jing et al., 2002; Lim et al., 2007) or fruit ripening
(Adams-Phillips et al., 2004). PCD in plants is neces-
sary for growth, but also for survival in response to
environmental stresses, and occurs on a local or large
scale (Pennell and Lamb, 1997). So far, the hypersen-
sitive response (HR), a local and rapid cell death
occurring in response to most pathogens and limiting
growth of the microorganism, is the best-studied ex-
ample of PCD. Plant defense (and HR) is regulated
through a complex network of transduction pathways
involving a number of signaling molecules: reactive
oxygen species (ROS), nitric oxide, salicylic acid (SA),
jasmonic acid (JA), and ethylene (Kunkel and Brooks,
2002). However, our current knowledge of the role of
ethylene in plant defense is still limited.
It is well known that a large burst of ethylene is
produced after the early steps of HR initiation and can
induce defense-related genes (Boller, 1991). Treatment
of plants with ethylene has long been known to
increase either susceptibility or resistance, depending
on the plant-pathogen interaction, and on the condi-
tions of the interaction (Brown et al., 1993; Van Loon
and Pennings, 1993; Diaz et al., 2002). More recently,
the availability of plant mutants affected in ethylene
production or signaling has enabled the study of the
role of this phytohormone in a more functional way
(Broekaert et al., 2006). However, conflicting results
were obtained, showing in some cases that ethylene
can act as a virulence factor of bacterial and fungal
pathogens and, in other cases, indicating its involve-
ment as a signaling compound in disease resistance
(Broekaert et al., 2006; van Loon et al., 2006). These
contrasting effects might be due to the fact that during
plant-pathogen interactions, ethylene regulates PCD,
which is observed both during the HR and disease
development (Greenberg, 1997). The effects of ethyl-
ene in cells at different stages of infection and at
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different distances from the inoculation sites of the
pathogens might also be quite different. Finally, as
mentioned before, ethylene acts in concert with sig-
naling molecules, such as the antagonistic interactions
described between SA and JA/ethylene (Dong, 1998;
van Loon et al., 2006) or the synergistic action of SA
and ethylene (Schenk et al., 2000; Glazebrook, 2005).
Lesion mimic mutants (LMMs), which display spon-
taneous PCD and constitutively express defense re-
sponses, have been used as models for deciphering cell
death signaling pathways (Lorrain et al., 2003). They
are classified in two groups based upon the assump-
tion that two mechanisms are involved in controlling
cell death: initiation and propagation. Propagation
mutants, unable to control the rate and extent of the
lesions, are thought to be affected in genes controlling
the suppression/limitation of PCD, whereas the other
LMMs, the so-called initiation mutants, would be
altered in the initiation of the process (Walbot et al.,
1983). Many of these mutants have more than one
permanently activated signaling pathway. However,
the SA pathway predominates in these studies because
the HR often triggers activation of SA-dependent
signaling (Lorrain et al., 2003). However, plant defense
responses are also controlled by mechanisms depend-
ing on ethylene and/or JA and, indeed, several LMMs
(cpr5, cpr22, ssi1, and hrl1) show PDF1.2 expression, a
marker of activation of ethylene and JA pathways
(Penninckx et al., 1998). Appearance of the lesions in
the acd5, hrl1, and dll1 mutants is correlated with
increased ethylene production (Greenberg et al., 2000;
Devadas et al., 2002; Pilloff et al., 2002). In addition,
when treated with ethylene, the acd1 mutant presents
accelerated cell death with extension of necrosis in
leaves (Greenberg and Ausubel, 1993). Crosses of a
few LMMs (acd5, cpr5, hrl1, cpr22, cet, dnd1, dnd2) with
mutants impaired in JA and/or ethylene pathways
(jar1, ein2) showed that the appearance of lesions in
initiation mutants is either unaffected (dnd1, dnd2;
Genger et al., 2006) or delayed with more or less
severity, suggesting in this latter case that ethylene
plays a role in the proper timing and amplification of
cell death. In propagation mutants, with the exception
of dll1 for which the role of ethylene remains unclear
(Pilloff et al., 2002; Brodersen et al., 2005), no data are
available. In terms of disease resistance analysis, these
double mutants show various degrees of responses,
consistent with the cell death phenotypes observed,
suggesting that ethylene differentially affects resis-
tance against pathogens with different lifestyles (ne-
crotrophs, biotrophs) and plays an important role in
mediating induced resistance (van Loon et al., 2006).
LMMs have also been powerful tools for investigat-
ing the role of defense-signaling pathways such as SA
and its cross talks with other pathways (Clarke et al.,
2000; Rusterucci et al., 2001). The role of ethylene is
still an enigma during plant-pathogen interactions and
has been poorly investigated using LMMs (Brodersen
et al., 2002; Devadas et al., 2002; Pilloff et al., 2002).
Because this hormone might play a key role in cell
death control rather than resistance/susceptibility per
se, analysis of the regulation of these processes by
ethylene in the context of a well-characterized LMM
should help to clarify the complex role of this hormone
in disease resistance modulation in plants. The vascular
associated death1 (vad1) Arabidopsis (Arabidopsis thali-
ana) mutant displays necrotic HR-like lesions propa-
gating along the vascular system and enhanced
expression of defense genes, accumulation of high
levels of SA, and increased resistance to virulent and
avirulent strains of Pseudomonas syringae pv tomato
(Pst). Analysis of the progeny from crosses between
vad1-1 plants and either nahG transgenic plants, sid1,
sid2, npr1, eds1, or ndr1 mutants revealed the vad1-1 cell
death phenotype to be dependent on SA biosynthesis,
but NPR1 independent. The mutant vad1-1 not only
exhibits increased expression of PR1 (a marker of the
SA-signaling pathway), but also of PDF1-2 and PR3
(markers of ethylene/JA-signaling pathways), sug-
gesting that several defense pathways are activated
(Lorrain et al., 2004). These data associated with strong
and conditional regulation of cell death and resistance
in the vad1-1 mutant make vad1-1 an interesting model
for evaluating the role of ethylene in cell death and
defense pathways as well as its possible cross talk
with SA.
Here we exploit different approaches to elucidate
the role of ethylene in (1) cell death and resistance
phenotypes of vad1-1; and (2) transcriptional regula-
tion of this negative regulator of cell death by ethylene
and/or the ethylene-signaling pathway. By using the
vad1-1 mutant in combination with ein2-1, ein3-1, ein4-1,
ctr1-1, and eto2-1 mutants and an ERF1 overexpressor,
our results show that ethylene plays a major role in the
cell death program controlled by VAD1. Transcriptional
activation of VAD1, which was previously shown to
occur late during plant-pathogen interactions, appears
to be dependent on ethylene production and signaling.
RESULTS
Expression of Genes Associated with Ethylene
Synthesis and Signaling Is Enhanced in vad1-1 under
Lesion-Promoting Conditions and during
Plant-Pathogen Interaction
vad1-1 cell death and resistance phenotypes are
dependent on SA biosynthesis (Lorrain et al., 2004).
High levels of SA are accumulated and PR1 gene
expression is increased in the mutant under lesion-
promoting conditions. Under the same conditions,
PDF1-2 and PR3, whose expression depends on the
ethylene/JA-signaling pathways, are also expressed.
We therefore investigated whether the vad1-1 mutation
could affect the different components of the ethylene
pathway. For this purpose, we monitored by quanti-
tative reverse transcription (RT)-PCR the expression of
genes involved in ethylene biosynthesis and ethylene-
signaling pathways in vad1-1 under lesion-promoting
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conditions as compared to the wild type (Wassilewskija-4
[Ws-4]). Figure 1 shows that, as compared to the wild
type, marker gene expression for ethylene biosynthe-
sis ACC OXIDASE1 (ACO1) and ACO2 is significantly
increased in mutant in lesion-promoting conditions
(ACO1, 2- to 3-fold higher in vad1-1 than in the wild
type; ACO2, 4- to 8-fold). In contrast, expression
of another key gene of ethylene biosynthesis, ACC
SYNTHASE5 (ACS5), was found to be unaffected
(data not shown). Genes involved in the ethylene-
signaling pathway were then analyzed. EIN2, a cen-
tral component of the ethylene-signaling pathway, is
slightly induced (2-fold) after lesion appearance as
compared to the wild type. Expression of transcription
factors ERF1, WRKY70, MYC2, known to participate to
a node of convergence for ethylene-SA-JA-mediated
signals in plant defense responses (Thomas, 2002;
Boter et al., 2004; Li et al., 2004), was increased in
vad1-1 under lesion-promoting conditions as com-
pared to the wild type, from 4-fold when the lesions
start (21 d after transplanting) to 25-fold when the
lesions are fully expanded (31 d after transplanting;
Fig. 1). Expression of PDF1-2, PR4, and PR1, defense-
related genes associated with ethylene, ethylene/JA,
and SA pathways, respectively, is induced in vad1-1
as compared to the wild type at lesion appearance
(45-, 15-, and 300-fold, respectively) and after lesion
appearance (80-, 7-, and 2,000-fold, respectively). In
agreement with these findings, vad1-1 was shown to
produce more ethylene (2.19 6 0.23 nL h21 g21 fresh
weight) than the wild type (0.8 6 0.04 nL h21 g21
fresh weight) after lesion appearance (3 d; 24 d after
transplanting). The values are significantly different from
ethylene production in vad1-1 mutant compared to
the wild type according to Student’s t test (P # 0.005).
Thus, VAD1 expression may be critical for the nega-
tive regulation of ethylene biosynthesis and defense-
signaling pathways.
To gain insight into how the ethylene biosynthesis
and signaling pathways are regulated in vad1-1 during
an interaction with a pathogen, gene expression was
analyzed by quantitative RT-PCR in Ws-4 and vad1-1
plants inoculated with Pst DC3000 harboring the
avirulence gene avrRpm1 (Fig. 2). In the wild type,
expression of ACO1 was induced from 12 to 50 h
postinoculation, whereas in vad1-1, ACO1 transcript
accumulation reached higher levels than the wild type,
with a maximum at 72 h postinoculation (9-fold; Fig.
2). Similar data were obtained for EIN2, except that its
expression in vad1-1 during the first hours of the
interaction was similar or slightly reduced as com-
pared to the wild type. A similar high level of expres-
sion 24 h postinoculation was detected for ERF1 and
WRKY70 in vad1-1 and wild-type plants (Fig. 2). As
expected, PDF1-2 was induced in the wild type during
the interaction with a maximum at 24 h (4-fold),
whereas this maximal induction was observed 30 h
postinoculation (8-fold) in vad1-1. It must be noted
that, besides a high level of expression before inocu-
lation (already reported), PDF1-2 appears to be re-
pressed between 12 and 24 h after inoculation. For
comparison, PR1 exhibits a similar profile of expres-
sion, although the repression level in vad1-1 during the
first hours following inoculation and the overexpres-
sion level 30 h postinoculation are less important than
for PDF1-2, as compared to that of the wild type.
Based on these findings, it can be concluded that,
during an incompatible interaction, ethylene-associated
genes are more induced at later time points in the mu-
tant vad1-1 as compared to the wild type. This is in
good agreement with the fact that VAD1 has been
shown to act late during the HR and at the lesion
borders, and with a possible role in cell death limita-
tion. This is also in accordance with the observation
that other defense marker genes, such as PR1, are
constitutively expressed in vad1-1 and overexpressed
in response to pathogen attack, and that vad1-1 shows
enhanced resistance to Pst (Lorrain et al., 2004).
Figure 1. Ethylene-associated gene expression in wild-type and vad1-1
plants. Quantitative RT-PCR analysis of gene expression in leaves of
ACO1, ACO2, EIN2, ERF1, WRKY70, MYC2, PDF1-2, PR4, and PR1 in
wild-type (Ws-4) and vad1-1 plants 17 (white bars), 21 (lesion forma-
tion in vad1-1; gray bars), and 31 d (black bars) after transplanting
under lesion-promoting conditions. Each measurement is an average of
two or three replicates, and the experiment was repeated three times
with similar results. See ‘‘Materials and Methods’’ for details.
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Cell Death and Defense Phenotypes of vad1-1 Require
the Positive Ethylene-Signaling Components EIN2, EIN3,
and EIN4
To investigate whether EIN2, EIN3, and EIN4, known
as positive regulators of the ethylene-signaling path-
way (Guzman and Ecker, 1990; Roman et al., 1995), play
a role in vad1-1 phenotypes, we generated and analyzed
double mutants (homozygous F3 lines) between vad1-1
and the corresponding ethylene-insensitive mutants
(ein2-1, ein3-1, and ein4-1). Because these mutations are
in a Columbia-0 (Col-0) background, a backcross of
vad1-1 (background Ws-4) to Col-0 was performed as a
control, showing that the vad1-1-conferred cell death
phenotype segregated as in a parental backcross and
appeared with the same kinetics and intensity under
the same conditions (data not shown).
Under conditions where vad1-1 would normally form
lesions, the single mutants ein2-1, ein3-1, and ein4-1never
exhibited lesions and presented a phenotype similar to
the wild type, even though ein4-1 plants show some
differences in leaf morphology (Fig. 3A). Double mu-
tants presented a similar leaf morphology to that of the
single ethylene mutants during the different develop-
mental stages, indicating that vad1-1 leaf morphology
is dependent on the ethylene-signaling pathway (Sup-
plemental Fig. S1; Fig. 3A). For lesion formation and
under the same conditions, the double mutant vad1-1/
ein3-1 never exhibited lesions, at least until 31 d after
transplanting in vad1-1 (Fig. 3A). In vad1-1/ein2-1 and
vad1-1/ein4-1 double mutants, a similar phenotype
was observed, although some lesions of faint intensity
could be observed in some plants (Fig. 3A). These
observations were confirmed by kinetic and quantita-
tive evaluation of leaves presenting lesions (50 plants
for each line) in double mutants in comparison with
vad1-1 (Table I). UV microscopy was used to observe
leaves of double mutants and revealed that, whereas
vad1-1 developed lesions, no cell death symptoms
could be observed, not even microscopic HRs (data
not shown). Thus, the cell death phenotype of vad1-1
is dependent on the signaling and perception compo-
nents EIN2, EIN3, and EIN4.
To assess the defense phenotype of these mutants,
expression of PDF1-2 and PR1 defense genes was
analyzed in two independent lines for all the double
mutants generated, in comparison with vad1-1. PDF1-2
and PR1 expression was abolished in the vad1-1/ein2-1
double mutant, as well as in the ein2-1 mutant, and
drastically reduced in the vad1-1/ein3-1 and ein3-1 mu-
tants. In good agreement with the PR1 expression
pattern in vad1-1/ein2-1 and vad1-1/ein3-1, ISOCHOR-
ISMATE SYNTHASE1 (ICS1) expression was found to
be abolished in double mutants (Fig. 3B). AtrbohD, as a
marker of ROS production, was also assessed and
exhibited a similar expression profile (Fig. 3B). In the
double mutant vad1-1/ein4-1, a delay in the accumu-
lation of PDF1-2 and PR1 transcripts was observed,
PDF1-2 and PR1 transcripts accumulating only after
lesion appearance when ICS1 and AtrbohD expression
is strongly reduced, which could indicate partial in-
volvement of the EIN4 ethylene receptor (Fig. 3B).
These results are consistent with the data previously
obtained for defense genes related to other signal-
ing pathways (Lorrain et al., 2004) and indicate an
intricate SA/ethylene/ROS network. Thus, ethylene
seems also to be required for the vad1-1-conferred
defense phenotype.
We then tested whether the mutations ein2-1, ein3-1,
and ein4-1 might also affect the observed enhanced
resistance of vad1-1 to different strains of Pst (Lorrain
et al., 2004). For this purpose, resistance phenotypes
of the different mutant lines were evaluated follow-
ing inoculation with virulent (DC3000) and avirulent
(DC3000/avrRpm1) strains of Pst by measuring in
planta bacterial growth (Fig. 3C; data not shown). Im-
portantly, the enhanced resistance observed in vad1-1 to
both Pst strains was abrogated when the ein3-1 mutation
was present (Fig. 3C). The resistance of vad1-1/ein3-1
Figure 2. Ethylene-associated gene expression in wild-type (Ws-4) and
vad1-1 plants (26 d posttransplanting plants) after inoculation with the
avirulent bacteria Pst DC3000/avrRpm1. Quantitative RT-PCR analysis
of gene expression of ACO1, EIN2, ERF1, WRKY70, PDF1-2, and PR1
in wild type (white squares) and vad1-1 (black squares). Each mea-
surement has been performed on 16 to 20 leaves collected from four
independent plants, and the experiment was repeated two times with
similar results. See ‘‘Materials and Methods’’ for details.
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Figure 3. Effect of ein2-1, ein3-1,
and ein4-1 mutations on the cell
death and defense phenotypes
of vad1-1 plants. A, Six-week-old
single- and double-mutant plants
31 d after transplanting (10 d after
lesion formation in vad1-1). Arrows
indicate lesion formation on plants.
B, Transcript levels of the defense-
related genes PDF1.2 and PR1
in wild-type, single-, and double-
mutant plants evaluated by quanti-
tative RT-PCR. Plants were grown
under lesion-promoting conditions
and harvested 17 (white bars), 21
(lesion formation in vad1-1; gray
bars), and 31 d (black bars) after
transplanting. Each measurement is
an average of two replicates and
experiments were repeated two or
three times and similar results were
obtained. C, Bacterial populations
in wild-type, single-, and double-
mutant plants. Inoculations with Pst
strain DC3000 and strain DC3000
expressing avrRpm1 were per-
formed on leaves without lesion
with a bacterial suspension at 2 3
105 and 5 3 105 cfu mL21, respec-
tively. Bacterial populations were
measured at 0 (white bars) and 3 d
(black bars) postinoculation. Mean
bacterialdensities are shown (three to
five replicates with corresponding
SDs) for one representative experi-
ment from two or three independent
experiments. Asterisks denote signif-
icantly different values from bacterial
number in vad1-1 according to Stu-
dent’s t test (*, P # 0.05; **, P #
0.005). See ‘‘Materials and Methods’’
for details.
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mutant plants was compromised upon inoculation
with the avirulent strain, with bacterial growth similar
to ein3-1 3 times higher than in wild-type Col-0 and
5 times higher than in the vad1-1 mutant. Similar dif-
ferences were observed with the virulent strain Pst
DC3000 (Fig. 3C) and for the vad1-1/ein2-1 double mu-
tant (data not shown). Resistance for the vad1-1/ein4
double mutant was not statistically different from
vad1-1, certainly due to the late expression of defense-
related genes observed in double mutants. This sug-
gests that EIN4 is certainly not the only ethylene
receptor associated with vad1-1-increased resistance
(data not shown). The phenotypes of leaves infected
under these conditions indicated that weak chlorosis
was observed 4 d postinoculation, the symptom in-
tensity correlating with bacterial population measure-
ment.
Taken together, these results indicate that the cell
death, defense, and resistance phenotypes of vad1-1
are dependent on positive regulation of the ethylene
pathway by EIN2 and EIN3.
Overexpression of the Positive Regulator ERF1,
Depletion of the Negative Regulator CTR1, and
Constitutive Activation of ACS5 in the eto2-1 Mutant
Lead to Amplification of the Cell Death and Defense
Phenotypes of vad1-1
We demonstrated that crosses with mutants impaired
in positive components of the ethylene-signaling path-
way abolish the vad1-1-associated phenotypes. To gain
more insight into the role of the ethylene-signaling
pathway in vad1-1 phenotypes, we tested three other
signaling components, ETO2, CTR1, and ERF1. The
dominant eto2-1 mutation affects the C-terminal do-
main of ACC SYNTHASE5 (ACS5) and, as a result,
stabilizes the protein (Chae et al., 2003). CTR1 encodes
a Ser-Thr protein kinase, which acts as a negative reg-
ulator of the ethylene-signaling pathway (Kieber and
Ecker, 1993). ERF1, a convergence point of ethylene/
JA-signaling pathways, encodes a transcription factor
that regulates the expression of pathogen response
genes (Lorenzo et al., 2003). The mutants ctr1-1 and
eto2-1 and the transgenic line harboring the 35STERF1
transgene present a constitutive response to ethylene
(Kieber et al., 1993; Berrocal-Lobo et al., 2002). Further-
more, the eto2-1 mutant and the 35STERF1 line exhibit a
delay in development: They are generally smaller than
the wild type. The ctr1-1 mutant is also affected in
development because it presents a very small rosette as
compared to the wild type. The presence of these mu-
tations or the transgene in vad1-1 accelerated lesion
formation (Fig. 4A). In addition, plant development was
also affected, the double-mutant plants showing a
smaller rosette than the single ethylene mutants and
presenting vad1-1 leaf morphology in relation to lesion
appearance (Supplemental Fig. S1; Fig. 4A). At later
time points, leaf lesion intensity and number were also
increased in the double mutants (Table I), and lesion
propagation was more effective (Fig. 4A). Interestingly,
treatment of vad1-1with ethylene led to acceleration and
strong intensification of lesion development (Table II),
whereas 1-methylcyclopropene (1-MCP), an inhibitor
of ethylene perception (Sisler and Serek, 1997), abol-
ished cell death at least until 5 d of treatment.
The effect of eto2-1, ctr1-1, and 35STERF1 was then
studied on the expression of defense-related genes in
vad1-1 (Fig. 4B). The ctr1-1 and eto2-1 mutations and
the 35STERF1 transgene accelerated PDF1-2 transcript
accumulation as compared to the mutant vad1-1: 17 d
after transplanting, double mutants showed PDF1-2
expression, whereas the vad1-1 mutant did not exhibit
detectable PDF1-2 expression. In addition, ctr1-1 and
eto2-1 mutations did not only affect the timing of
PDF1-2 expression, but also its level, which appeared
to be significantly increased in double mutants compared
to vad1-1. Thus, we showed that vad1-1-associated
expression of PDF1-2 was accelerated and increased
when the ethylene-signaling pathway is constitutively
activated (vad1-1/ctr1-1 and vad1-1/eto2-1), whereas
its expression was only accelerated in vad1-1/35STERF1
lines. PR1 expression was also accelerated in double
mutants as compared to vad1-1, but was not increased
(Fig. 4B). This is consistent with the results obtained
with ethylene-insensitive mutants and strengthens the
hypothesis that vad1-1-associated defense gene expres-
sion is dependent on ethylene synthesis and signaling
pathways.
These data were extended by in planta bacterial
growth experiments performed on all the double
mutants except vad1-1/ctr1-1, because of the reduced
size of the leaves of the double mutant. In response to
avirulent (DC3000/avrRpm1) and virulent (DC3000)
strains of Pst, vad1-1/eto2-1 double mutants (shown as
an example) exhibited similar levels of resistance as
vad1-1, clearly more resistant than the wild-type and
the mutant eto2-1 (5-fold; Fig. 4C). Similar results were
obtained for double mutants vad1-1/35STERF1 (data
not shown). Leaf phenotypes, in good agreement with
observations performed on crosses between vad1-1
Table I. Percentage of leaves with lesions in vad1-1, vad1-1/ein2-1,
vad1-1/ein3-1, vad1-1/ein4-1, vad1-1/eto2-1, vad1-1/ctr1-1, and
vad1-1/35STERF1 double mutants
Results indicated are mean values of two independent experiments
and represent a percentage of leaves with lesions, which was similar for
all the plants. Fifty plants of each mutant or double mutant have been
used in this experiment.
Mutant Lines
Percentage of Leaves with Lesions
17 21 24 31
d posttransplanting
vad1-1 0 10 50 60
vad1-1/ein2-1 0 0 5 15
vad1-1/ein3-1 0 0 0 5
vad1-1/ein4-1 0 0 8 20
vad1-1/eto2-1 0 33 77 85
vad1-1/ctr1-1 10 40 65 80
vad1-1/35STERF1 10 25 70 80
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Figure 4. Effect of eto2-1 and ctr1-1
mutations and ERF1 transgene on
the cell death and defense pheno-
types of vad1-1 plants. A, Single-
and double-mutant plants, 17 and
31 d after transplanting. A closeup
(33) of the double mutant vad1-1/
ctr1-1 is presented. Arrows indicate
lesion formation on plants. B, Tran-
script levels of defense-related genes
PDF1.2andPR1 in wild-type, single-,
and double-mutant plants evalu-
ated by quantitative RT-PCR. Plants
were grown under lesion-promoting
conditions and harvested 17 (white
bars), 21 (lesion formation invad1-1;
gray bars), and 31 d (black bars) after
transplanting. Each measurement is
an average of two replicates and ex-
periments were repeated two times
with similar results. C, Bacterial pop-
ulations in wild-type, single-, and
double-mutant plants. Inoculations
with Pst strain DC3000 and strain
DC3000 expressing avrRpm1 were
performed on leaves without lesion
with a bacterial suspension at 2 3
105 and 5 3 105 cfu mL21, respec-
tively. Bacterial populations were
measured at 0 (white bars) and 3 d
(black bars) postinoculation. Mean
bacterial densities are shown (three
to five replicates with corresponding
SDs) for one representative experi-
ment from two or three independent
experiments. Asterisks denote signif-
icantly different values from bacte-
rial number in vad1-1 according
to Student’s t test (*, P # 0.05; **,
P # 0.005). See ‘‘Materials and
Methods’’ for details.
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and ethylene-insensitive mutants, retained the vad1-1
leaf morphology once lesions appear.
Thus, we conclude that the cell death and defense
phenotypes, but not the increase in resistance of vad1-1,
are amplified by overexpression of ERF1, a positive
regulator of ethylene responses, by depletion of CTR1,
a negative regulator of ethylene signaling, and by
activation of ACS5, a protein involved in ethylene bio-
synthesis.
VAD1 Expression Is Dependent on Ethylene Biosynthesis
and Signaling Pathways
We have shown that vad1-1-associated phenotypes
are dependent on ethylene biosynthesis and signaling
pathways. To get a better understanding of how eth-
ylene can regulate cell death via VAD1, we analyzed
VAD1 expression in ethylene mutants or transgenic
35STERF1 lines, previously described, during plant-
pathogen interactions. VAD1 expression was moni-
tored by quantitative RT-PCR after inoculation with an
avirulent strain of Pst (DC3000/avrRpm1; Fig. 5, A–D).
WhereasVAD1 expression was maximal 48 h after inoc-
ulation in the wild type (7-fold) after transient and early
induction between 3 and 6 h postinoculation (3-fold), it
was abolished in ethylene-insensitive mutants (ein2-1,
ein3-1, and ein4-1; Fig. 5A). Surprisingly, VAD1 expres-
sion in mutants presenting a constitutive ethylene re-
sponse (eto2-1, ctr1-1) and in the 35STERF1 line
presented the same profile as in ethylene-insensitive
mutants (Fig. 5B). As a control, PDF1-2 expression was
analyzed in the different lines and showed expression
patterns consistent with previous data (Berrocal-Lobo
et al., 2002; Fig. 5, C and D). In addition, treatment with
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC; ethyl-
ene precursor) at a physiological dose (100 mM) tran-
siently induced VAD1 expression (4- to 5-fold over the
control between 6 and 24 h after treatment; Fig. 5E).
ACO1 expression, used as a control of ACC treatment,
is constantly activated.
In agreement with these results, ethylene is also able
to induce VAD1 expression in a dose-dependent man-
ner (Fig. 5G), VAD1 expression being maximal at 72 h
with 5 mL L21 of ethylene treatment. 1-MCP treatment
(1 mL L21) abolished VAD1 expression. EIN2 expres-
sion, used as a positive control, was constantly activated
by ethylene treatment and was inhibited by 1-MCP.
These data indicate that VAD1 expression is depen-
dent on ethylene production, perception, and signal-
ing. In addition, the same expression profiles were
observed in response to pathogen inoculation and to
ACC treatment, indicating that ethylene could con-
tribute to VAD1 expression regulation during an in-
teraction with avirulent bacteria.
DISCUSSION
LMMs showing aberrant regulation of cell death
constitute powerful tools not only for the identification
of genes involved in the regulation and/or execution
of PCD, but also to decipher cell death and defense
pathways in plants (Lorrain et al., 2003). In this article,
we provide genetic and molecular evidence that (1)
VAD is involved in a signaling cascade that modulates
(directly or indirectly) gene expression associated with
ethylene synthesis and signaling; (2) VAD acts through
the ethylene pathway; and (3) VAD expression is reg-
ulated by ethylene.
Ethylene and Cell Death in vad1
As previously demonstrated for SA, ethylene is a
requisite modulator of cell death pathways activated
in vad1-1. Our results clearly show that the cell death
phenotype of vad1-1 is dependent on ethylene per-
ception, through EIN4, and on positive regulators of
the signaling pathway of ethylene, such as EIN2 and
EIN3. Conversely, the extent of cell death in the mu-
tant vad1-1 is increased and its time of appearance
accelerated in lines overexpressing ERF1, a positive
regulator of ethylene responses, and in the ctr1 mutant,
depleted of CTR1, a negative regulator of ethylene
signaling. These effects are quantitatively important
(Table I) and demonstrate without ambiguity that the
ethylene-signaling pathway is required for cell death
initiation and propagation in vad1-1. In addition, no
HR-like or microscopic HR could be observed in the
double mutants at the time of lesion appearance in
vad1-1. Ethylene biosynthesis also positively influ-
ences the vad1-1 cell death phenotype: Although to a
lesser extent than the ethylene-signaling mutations,
the mutation eto2-1, which leads to activation of ACS5,
a protein involved in ethylene biosynthesis, signifi-
cantly accelerates cell death appearance in vad1-1 and
increases its propagation. In addition, ethylene bio-
synthesis (except ACS5, known to be regulated at the
translational level) and signaling-associated genes are
all activated in the mutant as soon as lesions appear,
indicating a role for ethylene in lesion development.
Table II. Cell death phenotype of vad1-1 after ethylene and
1-MCP treatment
Results indicated are mean values of two experiments and are
expressed as percentage of leaves presenting lesions. Observations
were made 5 d after treatment on vad1-1 mutant (23 d after trans-
planting). At time 0 of the experiment, no lesion was visible on vad1-1
plants.
Treatment
Percentage of Leaves with Lesions
(5 d after Treatment)
Air 17
C2H4
5 mL L21 52
C2H4
20 mL L21 66
C2H4
80 mL L21 72
MCP
1 mL L21 0
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However, it should be noted at this point that all these
effects on cell death symptoms are partial; a complete
suppression of the phenotype, or the complete col-
lapse of the plants was not observed. This suggests
that ethylene-dependent cell death in vad1-1 comprises
both ethylene-dependent and ethylene-independent
components, such as SA, previously demonstrated to
play an essential role. Concerning the other propaga-
tion mutants already characterized, ethylene has been
very rarely studied as a regulator of the control of cell
death, except for acd1 (Greenberg and Ausubel, 1993),
which exhibits expended leaf necrosis when treated
with ethylene. The same observations have been per-
formed for vad1-1, reinforced by the fact that 1-MCP
treatment of vad1-1 leads to complete inhibition of cell
death propagation (Table II). Ethylene has been shown
to act as a promoting factor for cell death propagation in
the ozone-sensitive Arabidopsis mutant rcd1 (Overmyer
et al., 2000). In this case, ethylene was suggested to be
responsible for amplification of superoxide accumula-
tion, which, in turn, promotes the execution of spread-
ing cell death. RCD1, which has been identified as
a WWE protein-protein interaction domain protein
(Ahlfors et al., 2004), is thought to be an integrative
node in hormonal signaling and regulation of several
stress responses. As discussed later, a similar function
can be envisaged for VAD1.
Ethylene and Defense/Resistance in vad1
Ethylene has a complex and still not completely
elucidated function in plant defense because its role is
probably different according to the plant-pathogen
interaction and according to the invasion strategy of
the pathogen and also because in-depth cell biology
approaches and/or simplified tools are necessary to
address the question of spatial and temporal action of
ethylene (Glazebrook, 2005; van Loon et al., 2006). It is
generally admitted that ethylene, in concert with JA,
contributes to resistance to necrotrophic, but not bio-
trophic, pathogens (Thomma et al., 2001; van Loon
et al., 2006). For pathogens with mixed lifestyles, such
as Hyaloperonospora parasitica or P. syringae, all three
signaling pathways (SA, JA, and ethylene) are in-
volved, with exceptions and complexities related to
the nature of the pathosystem and the way the inoc-
ulation tests are performed (Devadas and Raina, 2002;
Figure 5. VAD1 expression is dependent on ethylene biosynthesis and
signaling pathways. Transcript levels were quantified by quantitative
RT-PCR. A, VAD1 transcript levels in Col-0 (diamonds), ein2-1
(squares), ein3-1 (triangles), and ein4-1 (circles) plants in response to
inoculation with the avirulent pathogen Pst DC3000/avrRpm1. B,
VAD1 transcript levels in Col-0 (diamonds), eto2-1 (squares), ctr1-1
(triangles), 35STERF1 (circles) plants, in response to inoculation with
the avirulent pathogen Pst DC3000/avrRpm1. C, PDF1.2 transcript
levels in Col-0 (diamonds), ein2-1 (squares), ein3-1 (triangles), and
ein4-1 (circles) plants in response to inoculation with the avirulent
pathogen Pst DC3000/avrRpm1. D, PDF1.2 transcript levels in Col-0
(diamonds), eto2-1 (squares), ctr1-1 (triangles), 35STERF1 (circles)
plants, in response to inoculation with the avirulent pathogen Pst
DC3000/avrRpm1. Each measurement is an average of two replicates
and experiments were repeated two times with similar results. E and F,
VAD1 expression in response to ACC treatment. Ten-day-old wild-type
(Col-0) plants were treated with water (white squares) or with ACC
(black squares) at a final concentration of 100 mM. Mean values with
corresponding SDs are shown for three independent experiments. G and
H, VAD1 and EIN2 transcript levels after treatment of Ws-4 plants (23 d
after transplanting) with air (black diamonds), 5 mL L21 ethylene (black
squares), 20mL L21 ethylene (black triangles), 80mL L21 ethylene (black
crosses), and 1 mL L21 1-MCP (white circles). Each measurement is an
average of two replicates and experiments were repeated two times
with similar results. See ‘‘Materials and Methods’’ for details.
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 Table S1: Primers used for real-time RT-PCR experiments. The first column specifies the 
identifier of the amplified gene, the following states the accession number and the annotation 
according to TAIR. 
 
 
Gene 
name 
accession 
number 
Primer 1 Primer 2 
β-
tubulin4 
At5g44340 5’-GGAGCTACGCAGAACAACTAAGA-3’
5’-
CCCACGAGGATCATAGTTGCAACTGA-
3’ 
PR1 At2g14610 5’-TCATGGCTAAGTTTGCTTCC-3’ 5’- AATACACACGATTTAGCACC-3’ 
PDF1-2 At5g44420 5’-GGTTGGAATATGGTAGTGCTGT-3’ 5’-CTGAACGGATGAAGGTGGAA-3’ 
VAD1 At1g02120 5’-CTTCCCTTCAACGAGAACGA-3’ 5’-GTTTGTTGCGTGGACTGCT-3’ 
ERF1 At3g23240 5’-ACGTTCTCAACCGCCTACAG-3’ 5’-CGGACTCGCTCTCTGGTG-3’ 
EIN2 At5g03280 
5’-
ACATAAACCAACTTCAAATATCTGTCA-
3’ 
5’-CATATTCATCCATCGTCTTGCT-3’ 
ACO1 At2g19590 5’-TCTTAAAGATGGTGACTGGATTGA-3’ 5’-GCACACTCTTATACTTCCCGTTG-3’ 
ACO2 At1g62380 5’-CGTCATCATGGTTCGTCCA-3’ 5’-CCACCTCCAAACACCATGAGAT-3’ 
WRKY70 At3g56400 5’-GCTTTCCTTTTGCCTACTCCT-3’ 5’-GCAGAGCTGATTCCGTGATT-3’ 
PR4 At3g04720 5’-TTGCTCCACGTGGGATGCTGAT-3’ 5’-AGCTCATTGCCACAGTCGACAA-3’ 
MYC2 At1g32640 5’-AGATAAAGCAAACCCGAGACG-3’ 5’-TGATCCGCCGGAGTAGAA-3’ 
AtrbohD At5g47910 5’-CGATGAAAATGAGACGAGGCA-3’ 5’-TCGTCGGCGAATCTTGCGTT-3’ 
ICS1 At1g74710 5’-GCCGTCTCTGAACTCAAATCTCAA-3’ 5’-CTCCAATCGTCATGAGAGGAA-3’ 
 
 
 
O’Donnell et al., 2003; Glazebrook, 2005). In vad1-1,
defense activation and resistance to the bacterial path-
ogen Pst are dependent on the ethylene components
EIN2, EIN3, and EIN4. Interestingly, whereas defense
gene activation is also dependent on ACS5 activation
and ERF1 expression, increased resistance is not af-
fected by these ethylene components under our ex-
perimental conditions. This might be explained by
the high level of increased resistance already reached
in vad1-1, a level that cannot be further affected by
ethylene overproduction and/or defense overactiva-
tion. These results suggest either (1) an important role
of ethylene, together with SA, in limiting Pst growth;
or, more likely, (2) participation of the ethylene path-
ways to the increased resistance phenotype of vad1-1,
as the result of its constitutive activation, in concert
with the SA pathway, by pathogen attack in the
absence of VAD1. In favor of this latter hypothesis,
most of the ethylene mutants tested in response to
pathogens, such as Pst or H. parasitica, do not show
significant phenotypic variations as compared to the
wild type (Thomma et al., 2001; Devadas and Raina,
2002). In some cases, ein2 or 35STERF1 lines showed
slightly modified phenotypes in response to Pst: en-
hanced or decreased tolerance, respectively (Bent
et al., 1992; Berrocal-Lobo et al., 2002), that we did
not reproduce, probably because of the rather low in-
oculum used in our experiments. In conclusion, eth-
ylene and SA pathways seem to act synergistically in
defense regulation in the mutant vad1-1, probably as a
consequence of the propagative cell death occurring in
the mutant.
Cross Talk between Ethylene, SA, JA, and ROS for Cell
Death/Defense Regulation in vad1
Besides ethylene, VAD1 expression and vad1-1-
conferred phenotypes have been shown to be depen-
dent on SA (Lorrain et al., 2004). JA signaling also has
been shown to be involved in cell death limitation
(Overmyer et al., 2000). These three stress-related sig-
naling pathways can either cooperate or act as antago-
nists as function of the different stresses applied and they
play an important role in defense-signaling pathways.
Cross talk between SA-, ethylene-, and JA is thought to
be essential in fine tuning complex defense responses
established by the type of interaction (Reymond and
Farmer, 1998; Lorenzo and Solano, 2005). The fact that
the phenotypes of vad1-1 are abolished/decreased in
the double mutants vad1-1/nahG, similarly to the ob-
servations made with the ethylene double mutants,
implies that VAD1 operates upstream of SA and
ethylene, and that basal resistance is intimately re-
lated to cell death in vad1-1. In favor of synergistic
action of the two signals, blocking the SA pathway in
vad1-1 either by sid1 or nahG resulted in a dramatic
decrease not only in PR1 expression, but also in
PDF1-2 and PR5 genes. In parallel, positive or neg-
ative regulation of the ethylene pathways in vad1-1
by the different ethylene-related mutations resulted
not only in changes in PDF1-2 expression, but also in
PR1 and ICS1 expression, suggesting that SA pro-
duction is affected in these double mutants (Figs. 3
and 4). Thus, ethylene and SA act together in the
regulation of cell death and defense phenotypes of
vad1-1.
To address the question of the role of JA in the
regulation of cell death in vad1-1, we crossed vad1-1
with jar1-1, a JA-insensitive mutant (Staswick et al.,
1992). Whereas the jar1-1 mutant did not exhibit
lesions under our growth conditions, the double mu-
tant jar1-1/vad1-1 showed accelerated lesion forma-
tion and increased severity of the lesions, as compared
to vad1-1 (Supplemental Fig. S2A). In terms of defense
expression, PDF1-2 expression was clearly accelerated
and increased (Supplemental Fig. S2B). A similar
pattern of expression was observed for PR1 expres-
sion. Our results demonstrate clearly that JA nega-
tively regulates propagation of cell death in vad1-1,
and that, as demonstrated for the ozone-sensitive
mutant rcd1 (Tuominen et al., 2004), there is mutual
antagonism between the two hormones for the regu-
lation of cell death propagation in vad1-1. Genetic and
pharmacological experiments aimed at deciphering
more precisely the cooperative, synergistic, or antag-
onistic interactions between the three hormones
should allow a better assessment of the cell death
phenotype conferred by vad1-1.
In this context, the accumulation of ROS, which has
been implicated in the HR cell death (Torres et al.,
2002) and that is potentiated by SA and ethylene in
combination with avirulent pathogens (Kotchoni and
Gachomo, 2006), might be the common regulator of
these pathways in vad1-1. As previously demon-
strated, the vad1-1 mutant accumulates elevated levels
of ROS, evaluated through AtrbohD expression, and
microscopic observation of hydrogen peroxide pro-
duction at the lesion sites (Lorrain et al., 2004). Crosses
of the mutant vad1-1 with the ethylene-insensitive
mutants (ein2, ein3, ein4) drastically reduced expres-
sion of the AtrbohD gene to the background level, sug-
gesting that ethylene, as well as SA (or SA-regulated
signals), may both, in concert, potentiate the accumu-
lation of ROS. As described by Kankasjarvi and col-
laborators, in the case of ozone stress, ROS production
might be the central component of a self-amplifying
loop termed the oxidative cell death cycle (Kangasjarvi
et al., 2005) in which the three hormones play a critical
regulatory role.
All together, these findings support a model in
which VAD1 exerts a negative control on cell death-
dependent ROS accumulation, promoted by SA and
ethylene, and limited by JA (Fig. 6). More precisely,
pathogen perception is accompanied by an oxidative
burst resulting in rapid production of ROS, which is
dependent on ethylene and which drives the SA-
dependent HR cell death. After cell death initiation,
for which VAD1 does not seem to play a major role,
cell death propagates until VAD1 and JA-dependent
pathways negatively control the process and lead to
Bouchez et al.
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lesion containment. This model is in good agreement
with the kinetic and spatial expression of VAD1 during
an incompatible interaction (i.e. a major peak of ex-
pression late during the interaction [48 h postinocula-
tion], localized at the periphery of the HR lesions
[Lorrain et al., 2004]).
Signaling Messengers and VAD1 Function
VAD1 encodes a plant membrane protein containing
two domains, one with an unknown function and a
GRAM domain that is found in a variety of proteins
associated with membrane-coupled processes and
signal transduction (Doerks et al., 2000). In humans,
the crystal structure of the myotubularins revealed
that the myotubularin GRAM domain is part of a
larger motif that encompasses a Pleckstrin homology
(PH) domain (Choudhury et al., 2006) and the PH/G
(PH/GRAM) domain is able to bind to phosphoinosi-
tidine lipids (Lorenzo et al., 2005). Taking into account
these structural motifs and their putative functions
(signaling, binding with pro-cell death lipid messen-
gers), it can be speculated that VAD1 might regulate
(1) cell death signaling, which in turn could modulate
cell death regulators such as ROS, ethylene, and SA;
or (2) ROS production systems, known to be at least
in part constituted by membrane proteins such as
AtRBOHD (Laloi et al., 2004) and AtGPX1 (Iqbal et al.,
2006).
Further approaches, including VAD1 protein sub-
cellular localization, VAD1 overexpression in the cell,
and a search for interactors, would undoubtedly shed
some light on the biochemical functions of this cell
death regulator and its implication in the complex
network of hormones that regulates cell death in
plants.
MATERIALS AND METHODS
Plant Material
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) plants, accessions Col and Ws, were used
in these experiments. Seeds of the mutant plants ein2-1 (Guzman and Ecker,
1990), ein3-1 (Chao et al., 1997), ein4-1 (Roman et al., 1995), eto2-1 (Vogel et al.,
1998), ctr1-1 (Kieber et al., 1993), and jar1-1 (Staswick et al., 1992) were
obtained from the Nottingham Arabidopsis Stock Centre. The 35STERF1
overexpressor line was kindly provided by R. Solano (CNB Campus Uni-
versidad Autonoma).
For all experiments, mutant and wild-type seeds were sterilized and sown
on Murashige and Skoog plates as previously described (Balague´ et al., 2003)
under a light period of 16 h (71 mmol m22 s21) at 21C. Seedlings were
transplanted 7 d after sowing to Jiffy pots and grown in a growth chamber
under a light period of 9 h (192 mmol m22 s21) at 21C and 40% to 70%
humidity. Most experiments were performed with 4- to 6-week-old plants.
In these growth conditions, lesions appear on the vad1-1 mutant 21 d after
transplanting.
Generation of Double Mutants
Generation of double mutants between different signaling mutants and
vad1-1 (pollen donor) was confirmed for the presence of the vad1-1 mutation
by selection on kanamycin. For all double mutants, vad1-1 and other mutant
plants were crossed, the F1 plants selfed, and the segregating F2 plants
genotyped for the mutations of interest. Homozygous vad1-1 plants were then
selected by PCR as described previously (Lorrain et al., 2004). ein2-1 and ein3-1
mutations were selected using the already described cleaved amplified
polymorphic sequence, using, respectively, the primer pairs 5#-GCTGG-
TGGTTTGAGATGGAA-3# and 5#-TTTACATCAGAGTCTTCCTTCAGACT-3#
(Nandi et al., 2003), and 5#-AGGCAGTCTCAAGAGCAAGC-3# and 5#-CAT-
TCATCAGAAGCGAGCAA-3# (Wubben et al., 2004). vad1-1/ein4-1 double mu-
tants were selected on Murashige and Skoog agar containing 50 mM ACC and
kanamycin 50 mg mL21. Plants showing no triple response were selected. ctr1-1
and eto2-1 mutations and 35STERF1 lines were selected on the constitutive
triple response conferred by the mutations (Kieber et al., 1993; Solano et al.,
1998). Experiments were performed with F3- or F4-derived plants for each
double mutant. Three to eight lines per double mutant were phenotyped, then
at least three were further used in our experiments and two were presented in
the results.
Plant Treatments
Seeds were sterilized, sown on Murashige and Skoog agar, and grown
under a light period of 16 h (71 mmol m22 s21) at 21C. Ten days after sowing,
100 mM ACC (Sigma-Aldrich) or water were added on Murashige and Skoog
plates. Ten plantlets were randomly collected at indicated time points.
Ethylene treatment was performed in 3-L tins containing 10 plants and
ethylene treatments at different concentrations (5, 20, 80 mL L21) were injected
through a septum. The same experiment was performed with 1-MCP treat-
ment (1 mL L21). The experiment was done in duplicate.
Ethylene accumulation from adult plants was measured after 8-h incuba-
tion in air-tight rubber-cap containers (250 mL). Plants were taken 3 d after
lesion appearance in the vad1-1 mutant. Mean values were obtained from four
independent experiments and corresponding SDs are mentioned. Accumula-
tion of ethylene was determined by gas chromatography.
RNA Extraction and Quantitative RT-PCR
Total RNA extraction was performed from leaves with the Nucleospin
RNA kit following the manufacturer’s instructions (Macherey-Nagel). Total
RNA (1 mg) was subjected to cDNA synthesis in a 20-mL reaction, using 0.5 mL
of SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen), 1 mg of oligo(dT), and
10 nmol of dNTP. cDNA (diluted 1:10) was used as a template in the quantitative
RT-PCR analysis. Quantitative RT-PCR was performed using gene-specific
Figure 6. Schematic representation of cell death regulation by VAD1
during plant-pathogen interaction. Black arrows indicate positive reg-
ulation, whereas gray arrows indicate the absence of positive regula-
tion. Black end-blocked lines indicate negative regulation, whereas
gray end-blocked lines indicate the absence of negative regulation. ET,
Ethylene.
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primers (Supplemental Table S1), LightCycler reagents, and apparatus (Roche
Diagnostics). Quantitative RT-PCR was performed using the SYBR GREEN I
protocol using 5 pmol of each primer and 1 mL of a 10-fold dilution of RT
reaction product in a 10-mL final reaction volume. The PCR conditions are
9 min at 95C, followed by 45 cycles of 5 s at 95C, 10 s at 65C, and 20 s at 72C.
Quantitative PCR reactions were performed with three independent biolog-
ical assays. Desmine was used as an internal control for RT. b-tubulin4 and a
gene (At2g28390) whose deduced protein belong to the SAND family protein
whose expression has been shown to be extremely stable under different
physiological conditions (Czechowski et al., 2005) were used as biological
controls. Data are expressed as fold induction of each point as compared to the
wild type.
Bacterial Strains and Inoculation Procedure
The virulent and avirulent Pst strains were grown at 28C on King’s B
medium supplemented with the appropriate antibiotics: rifampicin 50 mg
mL21 (DC3000), rifampicin 50 mg mL21, and tetracyclin 10 mg mL21 (DC3000/
avrRpm1).
Four- or 5-week-old plants were used for bacterial inoculation. For this
objective, they were kept at high humidity 12 h before experiments and then
grown under light-promoting lesions under the following conditions: 9-h
light/15-h dark and 90% humidity. Plants were infiltrated with a bacterial
suspension of 23 105 colony forming units (cfu) mL21 (DC3000) or 53 105 cfu
mL21 (DC3000/avrRpm1) for determination of in planta bacterial growth, and
5 3 107 cfu mL21 for gene expression analysis. Determination of in planta
bacterial growth was performed as previously described by Lorrain et al.
(2004).
Supplemental Data
The following materials are available in the online version of this article.
Supplemental Figure S1. Developmental phenotypes of double mutants.
Supplemental Figure S2. Effect of the jar1-1 mutation on cell death and
defense phenotypes of vad1-1 plants.
Supplemental Table S1. Primers used for real-time RT-PCR experiments.
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS 
 
Supplemental figure S1. Developmental phenotypes of double mutants. Plants were 
photographed 20, 24, 28 (day of lesion formation in vad1-1), 32 and 38 days after sowing. 
Only one line by double mutant is presented, but similar phenotypes were observed on at 
least 4 lines analyzed. A close-up (2X) is presented for vad1-1/ctr1-1 double mutant. 
 
Supplemental figure S2. Effect of jar1-1 mutation on the cell death and defense 
phenotypes of vad1-1 plants. A, Single and double mutant plants, 17 days, 21 days (day 
of lesion formation in vad1-1) and 31 days after transplanting. B, Transcript levels of the 
defense related genes PDF1.2 and PR1 in wild-type, single and double mutant plants 
evaluated by quantitative RT-PCR. Plants were grown under lesion promoting conditions, 
and harvested 17 days (white bars), 21 days (day of lesion formation in vad1-1, grey 
bars) and 31 days (black bars) after transplanting. Each measurement is an average of 2 
replicates, and experiments were repeated two times with similar results.  
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Figure 39 : Effet des mutations ein2-1, ein4-1 et de la surexpression de ERF1 sur les phénotypes
de défense de vad1-1. 
Populations bactériennes chez le parent sauvage, les simples mutants et les doubles mutants vad1-
1/ein2-1 (A), vad1-1/ein4-1 (B) et 35S::ERF1 (C). Les inoculations avec PstDC3000/avrRpm1 et 
PstDC3000 ont été réalisées respectivement avec une suspension bactérienne à 5.105 et 2.105
CFU.mL-1. Les populations ont été évaluées à 0 (barres blanches) et 3 jours (barres noires) après 
inoculation. Les populations bactériennes moyennes sont présentées ici (2 à 5 réplicats avec les barres
d’erreur correspondantes) pour une expérience représentative de trois expériences.
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II. Données complémentaires aux données publiées 
II.1. Résistance des doubles mutants vad1-1/ein2-1, vad1-
1/ein4-1 et vad1-1/35S::ERF1 à PstDC3000 et 
PstDC3000/avrRpm1 
Dans le but d’apporter un complément aux résultats publiés, les phénotypes de résistance 
des doubles mutants vad1-1/ein2-1, vad1-1/ein4-1 et vad1-1/35S::ERF1 à Pst (doubles 
mutants homozygotes en génération F3) ont été analysés après inoculation avec les 
souches PstDC3000 et PstDC3000/avrRpm1 (Figure 39). Les analyses ont été réalisées sur 
au moins 4 lignées indépendantes mais seule l’analyse de 2 lignées représentatives est 
présentée ici. Dans nos conditions expérimentales, le mutant ein2-1 présente une croissance 
bactérienne plus importante que son parent sauvage Col-0 et que vad1-1 en réponse aux 
souches PstDC3000/avrRpm1 (respectivement 15 et 18 fois) et PstDC3000 (respectivement 
11 et 10 fois) (Figure 39A). Les doubles mutants présentent une croissance bactérienne 
similaire à celle observée chez le mutant ein2-1 vis à vis de ces deux souches. Le mutant 
ein4-1 présente quant à lui une résistance similaire à celle observée chez le parent sauvage 
Col-0 vis à vis de la souche avirulente PstDC3000/avrRpm1, résistance un peu moins 
importante que celle observée chez vad1-1 (4 fois). La croissance bactérienne de cette 
souche chez les doubles mutants vad1-1/ein4-1 est similaire à celle déterminée chez ein4-1, 
indiquant que ces doubles mutants se comportent comme le simple mutant ein4-1 contre 
cette souche avirulente. Cependant, alors que le parent Col-0 présente une croissance 
bactérienne similaire à celle observée chez vad1-1 en réponse à une inoculation avec la 
souche virulente PstDC3000, le mutant ein4-1 présente une croissance bactérienne plus 
importante que le parent sauvage Col-0 et que vad1-1 (5 fois) (Figure 39B). Dans ces 
conditions, les doubles mutants se comportent comme le simple mutant ein4-1, plus sensible 
que vad1-1. 
En réponse à une inoculation avec PstDC3000/avrRpm1, dans nos conditions 
expérimentales, la lignée sur-exprimant le facteur de transcription ERF1 présente une 
résistance similaire à celle observée chez le parent sauvage Col-0 et une résistance moins 
importante que celle observée chez vad1-1 (5 fois) (Figure 39C). La mesure de la croissance 
bactérienne in planta de PstDC3000/avrRpm1 chez les doubles mutants révèle que ceux-ci 
se comportent comme la lignée 35S::ERF1. En réponse à la souche virulente PstDC3000, la 
lignée 35S::ERF1 se révèle être moins sensible que le parent sauvage Col-0 et un peu plus 
sensible que vad1-1. L’analyse des doubles mutants démontre que ceux-ci se comportent 
comme le parent vad1-1.  
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Figure 40 : Expression de VAD1 et de PR-1 déterminée par quantitative RT-PCR 
chez différents mutants des voies ET et JA après un traitement à l’acide salicylique 
à une concentration de 1 mM.
Les différentes lignées (plantes âgées de 22 jours) ont été traitées par pulvérisation avec 
de l’acide salicylique à une concentration de 1 mM et des feuilles ont été prélevées aux 
temps indiqués. 
A : Expression de VAD1 et PR-1 chez Col-0 (losanges noirs), ein2-1 (triangles bleus), 
ein3-1 (carrés roses) et ein4-1 (ronds rouges). 
B : Expression de VAD1 et PR-1 chez Col-0 (losanges noirs), eto2-1 (triangles bleus), 
ctr1-1 (ronds rouges), une lignée surexprimant ERF1 (carrés roses) et jar1-1 (croix 
oranges).
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L’ensemble de ces résultats confirment les données publiées et démontrent que les 
phénotypes de résistance accrue conférés par la mutation vad1-1 sont dépendants de la 
voie de l’éthylène. 
II.2. Interconnections entre voie SA et ET/JA et impact sur 
l’expression de VAD1 
Les données publiées concernant la régulation de l’expression de VAD1 par les 
différentes voies de signalisation conduisant à la HR et à la résistance démontrent qu’en 
réponse à une inoculation, l’expression de VAD1 est dépendante de la voie de l’éthylène, 
son expression étant fortement altérée dans l’ensemble des mutants de cette voie. Afin de 
déterminer la régulation de l’expression de VAD1 par les différentes voies de signalisation, 
en particulier par les interconnections existant entre les voies ET, JA et SA, les mutants ein2-
1, ein3-1, ein4-1 (Figure 40A), eto2-1, ctr1-1, une lignée sur-exprimant le facteur de 
transcription ERF1 (voie ET), jar1-1 (voie JA) et le parent Col-0 (Figure 40B) ont été traités 
avec SA à une concentration de 1mM (Figure 40). L’expression de VAD1 a été déterminée 
par Q-RT-PCR, et l’expression de PR-1 a été utilisée comme contrôle. L’analyse des 
résultats démontre que l’expression de PR-1, maximale à 12h après traitement chez le 
parent sauvage, est fortement diminuée dans l’ensemble des mutants analysés. Ceci indique 
que le SA, d’une part, et les voies ET et JA intactes d’autre part, sont nécessaires à la 
régulation de l’expression de PR-1. L’expression de VAD1 est maximale chez le parent 
sauvage 6h après traitement, puis diminue pour ensuite augmenter de nouveau 24h après 
traitement. Chez les différents mutants analysés, l’expression de VAD1 est fortement 
diminuée, même si un pic d’expression peut être détecté à 12h chez le mutant ein2-1. Ces 
résultats indiquent que l’intégrité des voies JA et ET intactes est nécessaire à la régulation 
de l’expression de VAD1 en réponse à un traitement au SA. Ceci est à mettre en parallèle 
avec les résultats obtenus sur ces mêmes mutants concernant l’expression de VAD1 après 
inoculation avec Pst. En effet, dans ce cas, l’expression de VAD1 est fortement altérée chez 
les mutants de la voie ET en comparaison avec le parent sauvage. Cependant, le mutant 
jar1-1 n’a pas été testé et l’implication de la voie JA reste encore à démontrer. Toute ces 
données indiquent donc une régulation complexe de l’expression de VAD1 par les trois voies 
SA, ET et JA. 
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III. Discussions-Conclusions 
III.1. La mort cellulaire, l’expression constitutive des 
marqueurs de défense et la résistance chez le mutant vad1-1 
sont dépendantes des voies de signalisation SA, ET et JA. 
A partir des données publiées dans l’article présenté précédemment et des données 
complémentaires rapportées, il apparaît que les trois voies de signalisation SA, ET et JA 
sont impliquées dans les phénotypes conférés par la mutation vad1-1. Ces données nous 
démontrent que SA est nécessaire à la cinétique d’apparition et à l’amplification de la mort 
cellulaire ainsi qu’à l’expression des marqueurs de défense et à la résistance accrue du 
mutant vad1-1, les doubles mutants générés entre vad1-1 et des mutants de la voie SA 
(sid1, sid2) se comportant comme les simples mutants sid1 et sid2. De plus, il apparaît que 
les phénotypes de vad1-1 sont partiellement dépendants de npr1, indiquant une coopération 
partielle de la voie de signalisation impliquant NPR1 et l’existence d’une voie de signalisation 
SA dépendante et NPR1 indépendante (Lorrain et al., 2004). 
Les résultats obtenus avec des croisements réalisés entre des mutants de la voie ET et 
vad1-1 démontrent également que l’ensemble des phénotypes de vad1-1 sont dépendants 
de la voie ET, si l’on exclut les résultats obtenus avec ein4. En effet, dans ce cas, les 
phénotypes ne sont que partiellement dépendants de EIN4. Ces résultats pourraient 
s’expliquer par le fait que EIN4 n’est pas le seul récepteur de l’ET existant chez Arabidopsis, 
et donc que d’autres récepteurs pourraient être impliqués dans la transmission du message 
ET. De plus, l’implication de l’ET dans le contrôle de la mort cellulaire chez vad1-1 a été 
analysée par traitements à l’ET et au 1-MCP (inhibiteur de la perception de l’ET) et a permis 
de démontrer que la mort cellulaire chez vad1-1 était accélérée et amplifiée par des 
traitements à l’ET, de façon dose-dépendante, et que l’inhibition de la voie ET par le 1-MCP 
inhibait l’apparition des lésions. Ces résultats confirment les données obtenues avec les 
analyses génétiques.  
Enfin, les résultats obtenus par l’analyse des croisements entre vad1-1 et le mutant jar1-1 
démontrent la dépendance des phénotypes conférés par la mutation vad1-1 à la voie JA. 
Cependant, le phénotype très altéré des doubles mutants n’a permis que l’analyse du 
phénotype de mort cellulaire et de l’expression des marqueurs de défense. De plus, des 
données préliminaires obtenues sur des croisements entre vad1-1 et le mutant coi1 
semblent indiquer que ces doubles mutants se comportent de façon similaire aux doubles 
mutants vad1-1/jar1, les doubles mutants vad1-1/coi1 présentant une accélération de 
l’apparition et une intensification des lésions.  
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De façon générale, l’ensemble de ces données révèlent que les phénotypes conférés par 
la mutation vad1 sont dépendants de ces trois voies de signalisation SA, ET et JA. SA et ET 
jouent un rôle positif sur l’apparition et l’amplification des lésions, sur l’expression des 
marqueurs de défense et sur la résistance chez le mutant vad1-1. A l’opposé, JA joue un 
rôle négatif au moins sur l’apparition et l’amplification des lésions et sur l’expression des 
marqueurs de défense. 
III. 2. Régulation de l’expression de VAD1 : existence d’une 
boucle de rétrocontrôle de la production de SA et de l’ET par 
VAD1 ? 
Différents traitements avec les molécules de signalisation ont été réalisés sur des plantes 
sauvages afin d’analyser les profils d’expression de VAD1. Les résultats démontrent que 
l’expression de VAD1 est induit par des traitements par SA et ET. En effet, après ces 
différents traitements, l’expression de VAD1 est détectée. De façon intéressante, il apparaît 
que l’expression de VAD1 est dépendante de la dose d’ET appliquée. En effet, l’expression 
de VAD1 est maximale pour la dose la plus faible (5 ppm). Des traitements avec des doses 
plus faibles d’ET n’ont pas été réalisés et il ne faut donc pas exclure que l’expression de 
VAD1 pourrait être plus importante avec une dose plus faible. De plus, l’analyse de 
l’expression de VAD1 chez les mutants de la voie éthylène après une inoculation avec la 
souche avirulente PstDC3000/avrRpm1 démontre que son expression est fortement 
diminuée chez les mutants insensibles à l’ET, les mutants surproduisant l’ET, les mutants 
présentant une réponse constitutive à l’ET et dans la lignée sur-exprimant le facteur de 
transcription ERF1. Plusieurs hypothèses concernant le contrôle de VAD1 par l’ET peuvent 
être émises. L’expression de VAD1 pourrait résulter d’un effet direct de la 
production/application de l’ET, et augmenter avec des doses croissantes d’ET, pour atteindre 
un maximum, puis pourrait diminuer lorsque la dose est trop importante. L’expression de 
VAD1 pourrait résulter d’être un effet indirect de l’ET. Il est possible que l’ET interagisse 
avec d’autres voies, et que l’expression de VAD1 résulte d’un effet direct du contrôle de ces 
autres voies par l’ET. 
De plus, le mutant vad1-1 accumule, à l’apparition des lésions, les molécules SA et ET. 
L’ensemble de ces données permettent donc de penser que lors de la mise en place de la 
mort cellulaire, l’ET et le SA seraient produits, cette production se traduirait par une induction 
de l’expression de VAD1 qui en réponse inhiberait la production de ces molécules et la mort 
cellulaire. 
JA est impliqué dans la mise en place de la mort cellulaire et de l’expression des 
marqueurs de défense chez le mutant vad1. De plus, l’expression du marqueur de défense 
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PDF1-2, marqueur induits par les voies JA et ET, est détectée à l’apparition des lésions. Ces 
données semblent indiquer que la voie JA est activée chez le mutant vad1. Il serait donc 
intéressant de déterminer si vad1 accumule cette molécule à l’apparition des lésions, et 
également de déterminer le contrôle de l’expression de VAD1 par JA. Des données 
préliminaires semblent en effet indiquer que l’expression VAD1 serait induite par une 
application de JA, mais ces données restent à confirmer. JA jouant un rôle négatif sur la 
propagation de la mort cellulaire, il serait intéressant de traiter le mutant vad1 avec la 
molécule elle-même et de déterminer si cette molécule est capable d’inhiber l’apparition 
et/ou la propagation des lésions. L’ensemble de ces données sont intégrées dans le modèle 
proposé dans la publication présentée précédemment et discutées dans la discussion 
générale. 
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Chapitre III : Vers la recherche de composantes 
des voies de signalisation conduisant à la mort 
cellulaire associée à VAD1. 
 
I. Les approches génétiques : un outil puissant pour 
étudier un processus biologique 
I.1. Introduction 
Pour étudier un processus biologique, plusieurs approches génétiques peuvent être 
développées afin d’identifier des gènes impliqués dans sa régulation. Dans le cas de la 
résistance des plantes aux agents pathogènes, une approche est l’étude de la variation 
naturelle existant entre différents écotypes végétaux. Cette approche permet l’identification 
d’écotypes sensibles et d’écotypes résistants à un agent pathogène. Les deux écotypes sont 
alors croisés ensemble et la ségrégation du phénotype recherché est étudiée dans la 
descendance. Une fois les caractéristiques de la descendance établies, il est possible 
d’identifier par clonage positionnel le ou les gènes conférant le polymorphisme entre les 
deux parents sensible et résistant. Ces approches ont porté leur fruit en ce qui concerne 
notamment l’identification de gènes de résistance, tels RRS1, Pto ou encore RPM1 (Martin 
et al., 1993  ; Grant et al., 1995 ; Deslandes et al., 2002 ). Une autre approche possible est la 
recherche de mutants affectés dans le processus biologique étudié, approche d’intérêt 
quand aucun polymorphisme ne peut être détecté, ce qui est le cas pour la recherche de 
LMM. Pour générer ces mutants, plusieurs techniques peuvent être utilisées, comme 
l’utilisation d’agents chimiques (l’EMS (pour Ethyl Méthyl Sulfonate), l’utilisation de 
traitements ionisants causant des dommages de l’ADN (Fast neutrons, rayons X) ou encore 
l’utilisation de transposons ou d’ADN-T, permettant l’intégration d’un morceau d’ADN dans le 
génome des plantes via la bactérie Agrobacterium tumefaciens, ce qui induit l’interruption de 
la séquence de gènes. C’est le cas du mutant vad1 qui a été identifié suite au criblage d’une 
banque de mutants insertionnels. 
Dans le but d’identifier d’autres composantes contrôlant la mort cellulaire hypersensible, 
l’une des approches possible est l’utilisation de mutants déjà identifiés, affectés dans ces 
voies, comme point de départ pour la recherche de mutations restaurant, au moins en partie, 
les phénotypes « sauvages » (suppresseurs). D’autres approches peuvent également être 
utilisées comme la recherche d’interacteurs directs des protéines identifiées, et jouant un 
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rôle dans la mise en place de la résistance, comme par exemple la recherche d’interacteurs 
par criblage de banques par la technique du double hybride. Cependant, de telles approches 
impliquent des interactions directes entre les protéines. Dans le cas de la mutation vad1, la 
recherche de suppresseurs par une approche génétique devrait permettre d’identifier des 
composantes interagissant de façon directe ou indirecte avec VAD1. De plus, le phénotype 
du mutant vad1 est facilement identifiable de manière visuelle et donc l’identification de 
suppresseurs est une approche permettant d’isoler de manière visuelle des composantes 
interagissant avec VAD1. 
I.2. Exemples de suppresseurs déjà identifiés pour des 
mutation affectant la résistance et la HR 
La recherche de suppresseurs de mutations a déjà été entreprise par le passé sur des 
mutants affectés dans les voies de signalisation conduisant à la résistance, notamment par 
la recherche de suppresseurs de la mutation npr1 (Cao et al., 1994), composante de la voie 
de l’acide salicylique, et également sur des mutants « lésions spontanées », le mutant lsd5 
(Dietrich et al., 1994) et le mutant acd6 (Lu et al., 2005).  
La recherche de suppresseurs de la mutation npr1 a permis l’identification de plusieurs 
mutants permettant de restaurer l’expression de gènes PR abolie par la mutation npr1. L’un 
de ces mutants, sni1 (pour Suppressor of Npr1, Inducible 1) a été identifié après une 
mutagenèse chimique à l’EMS et le gène SNI1 code une protéine nucléaire riche en leucine. 
Cette mutation, dans le fond génétique npr1, est capable de restaurer l’expression du gène 
PR-1 et confère une résistance similaire à celle du parent sauvage, plus résistant que nrp1. 
De plus, il est capable de restaurer la SAR altérée chez npr1 et apparaît avoir une fonction 
de régulateur négatif de la SAR (Li et al., 1999). Des analyses complémentaires ont révélé 
que SNI1 agit directement sur la régulation de la transcription de gènes PR en tant que 
répresseur de la transcription en formant des complexes avec d’autres protéines. Il joue 
donc un rôle important dans la résistance (Mosher et al., 2006). 
D’autres suppresseurs de la mutation npr1 ont également été identifiés à la suite d’une 
mutagenèse chimique à l’EMS : il s’agit des mutants ssi (pour Suppressor of SA 
Insensitivity). Parmi ces mutants, deux ont été plus particulièrement caractérisés, les 
mutants ssi1 et ssi2. La mutation ssi1 induit une activation constitutive de plusieurs 
marqueurs de défense (PR-1, PR-2 et PR-5), induit une accumulation constitutive de SA et 
restaure la résistance à une souche avirulente de Pst (DC3000/avrRpt2). De plus, ce mutant 
présente une taille réduite et développe spontanément des lésions de type HR. De façon très 
intéressante, ce mutant accumule des transcrits du marqueur de défense PDF1.2, connu 
pour être régulé par les voies de l’éthylène et des jasmonates. Or, des analyses génétiques 
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ont permis de démontrer que l’expression de ce marqueur de défense chez le mutant était 
dépendant de la voie SA, ce qui permet d’émettre l’hypothèse que ssi1 représenterait un 
régulateur modulant les interconnections entre les voies SA et ET/JA (Shah et al., 1999). La 
deuxième mutation, ssi2, confère des phénotypes similaires à ceux induits par la mutation 
ssi1, avec une production constitutive de SA, une accumulation constitutive des marqueurs 
de défense PR-1, PR-2 et PR-5 et développe spontanément des lésions. De plus, cette 
mutation confère une augmentation de la résistance à des souches virulentes de 
Peronospora parasitica et à différentes souches de Pst. Des analyses génétiques ont révélé 
que le SA n‘était pas essentiel aux phénotypes de ssi2. Ces résultats suggèrent que SSI2, 
ou un signal généré par SSI2, pourrait moduler des voies de défense dépendantes de SA et 
indépendantes de NPR1, ou indépendantes de SA et de NPR1 (Shah et al., 2001) SSI2 
code une protéine de type « stearoyl-acyl carrier protein desaturase » (Kachroo et al., 2001). 
La recherche de suppresseurs de la mutation lsd5 a permis l’identification de 11 mutants 
dénommés Phoenix (phx), après une mutagenèse « fast neutron » et une mutagenèse EMS 
(Morel et Dangl, 1999). Parmi eux, les suppresseurs les plus forts ne présentent plus de 
lésion mais gardent cependant une taille réduite en comparaison avec le parent sauvage, et 
n’accumulent plus de transcrits du marqueur de défense PR-1 exprimé chez lsd5 mais 
gardent cependant la capacité de l’exprimer en réponse à un traitement SA. Ces 
suppresseurs, phx2, 3, 6 et 11, présentent une résistance atténuée à des souches 
avirulentes de Hyaloperonospora parasitica, mais seuls phx2 et phx3 montrent une 
résistance altérée à des souches avirulentes de Pst, et une sensibilité accrue à des souches 
virulentes de Pst. Ainsi, ces mutants phx représentent des régulateurs communs de la 
résistance et de la mort cellulaire.  
 
La recherche de suppresseurs de mutations altérant la résistance et la HR s’est donc 
révélée être une approche ayant permis l’identification de nouvelles composantes impliquées 
dans la régulation de ces processus. C’est pourquoi une approche de ce type a été 
entreprise au début de la thèse dans le but d’identifier de nouvelles composantes impliquées 
dans la régulation de la HR et de la résistance en utilisant comme point de départ le mutant 
vad1.  
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Figure 41 : Stratégie mise en place pour l’identification des suppresseurs de vad1 (svd)
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II. Mutagenèse et identification des suppresseurs de la 
mutation vad1 
II.1. Mutagenèse et criblage 
Dans le but d’identifier des composantes des voies de signalisation conduisant à la 
résistance/mort cellulaire associées à VAD1, une mutagenèse chimique avec l’EMS a été 
réalisée sur le mutant vad1-1. Cette molécule génère un grand nombre de mutations dans le 
génome des plantes du fait de sa fonction d’agent alkylant, induisant la transition d’une base 
guaninine (G) ou cytosine (C) en adénine (A) ou en tyrosine (T), et générant ainsi des 
mutations ponctuelles. 30000 graines du mutant vad1-1 ont été soumises à cette 
mutagenèse et ont été réparties, semées et récoltées en 9 groupes, ce qui représente 
environ 1500 plantes par groupe, le traitement chimique ayant induit une létalité à peu près 
égale à 55% (Figure 41). La recherche de mutants ne présentant plus le phénotype 
d’apparition spontanée de lésions spontannées, nommés « Suppressor of Vad1-associated 
Death » (svd), a permis d’identifier au niveau de la génération M2, 278 candidats potentiels 
qui ne présentaient plus les lésions caractéristiques du mutant vad1-1, sur 14000 plantes 
criblées (Figure 41). A la génération M3, quelques graines de tous ces mutants ont été 
semées (pour les mutants qui ont produits des graines) afin de confirmer les phénotypes 
observés en M2. Sur les 278 mutants sélectionnés en génération M2, 31 ont été confirmés 
pour être des suppresseurs de la mutation vad1-1. Ce deuxième criblage révèle une grande 
différence en nombre entre les mutants sélectionnés en M2 et ceux confirmés en M3. Ceci 
peut s’expliquer d’une part par un grand nombre de mutants s’étant révélés stériles (30) et 
d’autre part par le phénotype particulier du mutant vad1-1 qui est dépendant de la lumière. 
En effet, la première étape du criblage a été réalisée en serre, où les conditions de culture 
sont moins bien contrôlées que dans les chambres de culture, la durée d’éclairement étant 
différente, l’intensité lumineuse ainsi que l’hygrométrie étant aussi différentes ce qui peut 
influencer l’apparition des lésions associées à la mutation vad1-1. Ainsi, certaines lignées 
ont pu être sélectionnées sans qu’elles soient pour autant de réels suppresseurs dans les 
conditions contrôlées des chambres de culture, ou inversement, certains suppresseurs ont 
pu ne pas être sélectionnés au cours de cette première étape de criblage. Des suppresseurs 
de la mutation vad1-1 ont pu être isolés dans les conditions de culture de la serre, mais pas 
dans les conditions des chambres de culture. La deuxième étape du criblage a été réalisée 
en chambre de culture dans des conditions mieux contrôlées (9 h de jour/15 h de nuit, 
intensité d’éclairage de 192 µmol.m-2.s-1, température de 21°C et humidité relative de 40-
70%). Ainsi, un grand nombre de lignées ont présenté dans ces conditions des lésions en 
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Figure 42 : Phénotypes des suppresseurs appartenants à la classe 1 et 2, en 
comparaison avec vad1-1 et Ws-4, 10 jours après apparition des lésions chez vad1-1.
A : vad1-1 et Ws-4.
B : doubles mutants vad1-1/svd présentant des lésions différentes de celles observées chez 
vad1-1.
C : doubles mutants de taille réduite sans lésion. 
vad1-1/svd 7 vad1-1/svd 151 vad1-1/svd 217 vad1-1/svd 253
vad1-1 Ws-4
vad1-1/svd 13
vad1-1/svd 31 vad1-1/svd 254
vad1-1/svd 255 vad1-1/svd 256
vad1-1/svd 261
vad1-1/svd 265
vad1-1/svd 274
C
B
A
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génération M3 et ont été éliminées. Sur ces 278 lignées, 31 ont donc été confirmées comme 
étant des suppresseurs de la mutation vad1-1 (Figure 41).  
II.2. Quatre groupes de suppresseurs 
La mutagenèse du mutant vad1-1 a donc permis l’identification de 31 lignées 
suppresseurs du phénotype « lésions spontanées » caractéristique de vad1-1, et réparties 
en quatre classes (Figure 41) :  
● La première classe regroupe des doubles mutants présentant des lésions différentes 
de celles observées chez vad1. Les lésions chez ces mutants sont différentes par leur nature 
(propagatives ou localisées), leur cinétique d’apparition, leur intensité ou encore leur 
localisation tissulaire. 
● La deuxième classe regroupe des doubles mutants ayant une taille très réduite, mais 
ne développant pas de lésion. 
● La troisième classe regroupe des doubles mutants ne développant pas de lésion et 
ayant une taille intermédiaire entre celle du mutant vad1 et celle du parent sauvage Ws-4. 
● La quatrième classe regroupe des doubles mutants présentant un phénotype sauvage. 
II.2.1. Mutants présentant des lésions différentes de celles 
observées chez vad1-1 
La première classe regroupe des doubles mutants qui présentent des lésions différentes 
de celles observées chez le mutant vad1-1 (Figure 42A). Huit lignées de ce type ont été 
identifiées, parmi lesquelles 4 se sont révélées être létales dans les conditions de la 
chambre de culture. La lignée vad1-1/svd7 présente un aspect développemental similaire à 
celui de vad1-1 mais des spots chlorotiques sont observés et non des lésions propagatives 
(Figure 42B). La lignée vad1-1/svd151 présente des feuilles de taille très réduites et 
incurvées, et des lésions propagatives, celles-ci se propageant à l’ensemble de la feuille 
(Figure 42B). La lignée vad1-1/svd217 est affectée dans le développement, elle est 
beaucoup plus petite que vad1-1 et ses feuilles ont une forme de type « feuille de chêne », et 
de façon intéressante, des lésions apparaissent aux bordures de la feuille beaucoup plus 
tardivement que chez vad1-1 (Figure 42B). De même, la lignée vad1-1/svd253 est plus petite 
que vad1-1 et des lésions apparaissent également tardivement au niveau des bordures de la 
feuille (Figure 42B).  
II.2.2. Mutants de taille réduite sans lésion 
Cette deuxième classe regroupe des mutations (8) qui induisent une très forte altération 
du développement des plantes, celles-ci étant beaucoup plus petites que le mutant vad1-1, 
et conduisent à une suppression des lésions observées chez vad1-1. Les lignées vad1-
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vad1-1/svd 6
vad1-1/svd 9
vad1-1/svd 112
vad1-1/svd 273
vad1-1/svd 144vad1-1/svd 251
vad1-1/svd 269 vad1-1/svd 276
vad1-1 Ws-4
vad1-1/svd 4
vad1-1/svd 11 vad1-1/svd 29 vad1-1/svd 118
vad1-1/svd 42 vad1-1/svd 142 vad1-1/svd 161
B
C
A
Figure 43 : Phénotypes des suppresseurs appartenants à la classe 3 et 4, en 
comparaison avec vad1-1 et Ws-4, 10 jours après apparition des lésions chez vad1-1.
A : vad1-1 et Ws-4.
B : doubles mutants vad1-1/svd présentant une taille intermédiaire et sans lésion.
C : doubles mutants phénotype sauvage. 
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1/svd13, vad1-1/svd255, vad1-1/svd256 et vad1-1/svd265 sont très affectées dans leur 
développement, leur rosette mesurant à peine 2 cm de diamètre et aucune lésion n’est 
observée chez ces mutants (Figure 42C). Les lignées vad1-1/svd31 et vad1-1/svd261 ont un 
phénotype similaire, sans lésion et avec une taille réduite par rapport à vad1-1 (Figure 42C). 
La lignée vad1-1/svd274 présente en outre la particularité d’accumuler très précocement des 
anthocyanes (Figure 42C). La lignée vad1-1/svd254 présente des feuilles dépourvues de 
lésions qui se recourbent sur elles-mêmes et présente également une altération du 
développement en comparaison avec vad1-1 (Figure 42C).  
II.2.3. Mutants de taille intermédiaire et sans lésion 
La troisième classe de suppresseurs identifiés regroupe des doubles mutants (8) qui ne 
présentent pas de lésion et ont une taille intermédiaire entre celle du parent sauvage Ws-4 et 
celle du mutant vad1-1 et. Les lignées vad1-1/svd6, vad1-1/svd112, vad1-1/svd144, vad1-
1/svd251, vad1-1/svd269 et vad1-1/svd273 présentent le même phénotype avec un retard 
de développement qui se traduit par des feuilles plus petites que Ws-4, mais sans lésion 
(Figure 43B). Le même phénotype est observé chez la lignée vad1-1/svd276, avec 
cependant une apparition des inflorescences plus précoce que chez Ws-4 et vad1-1 (Figure 
43B). Au delà des caractères phénotypiques déjà décrits, la lignée vad1-1/svd9 présente une 
rosette deux fois plus de feuilles que le mutant vad1-1 (Figure 43B). Les inflorescences 
apparaissent en outre plus précocement chez ce mutant en comparaison avec Ws-4 et vad1-
1.  
II.2.4. Mutants présentant un phénotype sauvage 
Cette dernière classe regroupe les doubles mutants (7) présentant un phénotype très 
proche de celui du parent sauvage Ws-4. C’est notamment le cas pour les lignées vad1-
1/svd4, vad1-1/svd42, vad1-1/svd142 et vad1-1/svd161 qui ont un phénotype similaire à 
celui de Ws-4 (Figure 43C). Les lignées vad1-1/svd11, vad1-1/svd29 et vad1-1/svd118 sont 
de la taille du parent Ws-4, avec cependant une légère modification de la forme des feuilles, 
celles-ci apparaissant un peu plus larges que les feuilles de Ws-4 (Figure 43C). Du fait de 
leur phénotype proche ou similaire à Ws-4, et parce qu’ils représentent potentiellement des 
mutants intéressants car ils sont des suppresseurs des phénotypes développementaux et de 
mort cellulaire du mutant vad1-1, leur analyse a été poursuivie au cours de la thèse et les 
résultats obtenus seront présentés dans les paragraphes suivants. 
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vad1-1/svd vad1-1
Rétrocroisement
M1
Plantes de phénotype vad1-1 = mutation 
récessive et extragénique
Plantes de phénotype autre que 
vad1-1 = mutation dominante ou 
mutation intragénique
M2 : analyse de la ségrégation et 
confirmation de l’état récessif de la 
mutation (3/4 de phénotype vad1-1, 
1/4 de phénotype vad1-1/svd)
vad1-1
Rétrocroisement sur les plantes 
de phénotype vad1-1/svd
M1
Figure 44 : Schéma explicatif de la démarche utilisée pour les rétrocroisements et 
la détermination de la nature dominante ou récessive des mutations.
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II.3. Caractérisation génétique et moléculaire de suppresseurs 
vad1-1/svd 
Plusieurs questions se posent maintenant quand à l’identité des différentes mutations 
induisant une suppression des phénotypes associés à la mutation vad1-1 : ces mutations 
sont-elles récessives ou dominantes ? Sont-elles indépendantes ou existe-t-il plusieurs 
allèles d’une même mutation ? Ces mutations sont-elles intragéniques ou extragéniques ? 
II.3.1. Récessivité/dominance des mutations 
Les plantes ayant été cultivées dans des terrines contenant approximativement 1500 
plantes en génération M1, la nature de la mutation (récessive/dominante) n’a pas été 
recherchée pour cette génération, du fait de la difficulté technique. En effet, dans les 
conditions de cultures en terrines effectuées dans ce cas, les plantes étaient très serrées ce 
qui a rendu l’observation des phénotypes très difficile. Celle-ci a donc été recherchée dans 
les générations suivantes, en particulier par l’analyse de la descendance des plantes issues 
des rétrocroisements réalisés entre les mutants sélectionnés et le mutant vad1-1. 
En effet, la mutagenèse EMS génère un grand nombre de mutations dans le génome de 
la plante. Les mutations d’intérêt ne sont donc pas les seules à être présentes dans le 
génome des mutants sélectionnés, il est donc impératif d’éliminer ces mutations 
supplémentaires. Dans ce but, les lignées sélectionnées ont subi en génération M3 un 
premier rétrocroisement avec le mutant vad1-1 permettant d’éliminer théoriquement la moitié 
de ces mutations (Figure 44). Les plantes issues de ce rétrocroisement présentaient toutes 
un phénotype de type vad1-1, ce qui indique que l’ensemble des mutations sont récessives 
(Tableau 5). Ceci démontre qu’à l’état hétérozygote, ces mutations sont toutes incapables de 
supprimer les phénotypes de vad1-1, et donc qu’elles ne sont pas dominantes. En outre, ces 
plantes ont été autofécondées et l’analyse de la génération suivante a permis de démontrer 
que 1/4 des plantes de chaque lignée observée présentaient le phénotype recherché, et 3/4 
des plantes avaient un phénotype de type vad1-1. Ces données indiquent que toutes les 
mutations étudiées ici sont récessives (Tableau 5), la suppression du phénotype vad1-1 
n’intervenant qu’à l’état homozygote.  
II.3.2. Tests d’allélisme 
Les lignées appartenant à cette classe présentant des phénotypes très proches, il est 
donc nécessaire de savoir s’il s’agit de mutations indépendantes ou s’il s’agit, pour certaines, 
d’allèles d’une même mutation. Pour ceci, cinq des sept lignées vad1-1/svd retenues ont été 
croisées entre elles (vad1-1/svd4, vad1-1/svd11, vad1-1/svd29, vad1-1/svd42 et vad1-
1/svd118). Les graines issues de chaque croisement contiennent une copie de la mutation 
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Croisement avec vad1-1 : M1
vad1-1
vad1-1
SVD
SVD
vad1-1*
vad1-1*
Suppresseur 
intragénique
Suppresseur 
extragénique
vad1-1
vad1-1
svd
svd
Tableau 5 : Analyse génétique des suppresseurs de la mutation vad1-1.
Après croisements entre le mutant vad1-1 et les doubles mutants vad1-1/svd, la ségrégation de 
l’apparition des lésions au cours des générations M1 et M2 permet de déterminer l’héritabilité et la 
nature des mutations svd. Le génotype et le phénotype des plantes M1 ainsi que le phénotype des 
plantes M2 sont indiqués. vad1-1* indique la présence d’une mutation intragénique.
vad1-1
vad1-1
SVD
svd
Récessive : 100% lésions +
Dominante : 100% lésions -
vad1-1
vad1-1*
100% lésions -
M1xM1 = M2
Récessive : 75% lésions +
25% lésions -
Dominante : 75% lésions -
25% lésions +
75% lésions -
25% lésions +
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de chaque parent : si les mutations touchent un gène différent, celles-ci étant récessives, les 
plantes issues de ce croisement doivent présenter le phénotype vad1-1. Dans le cas 
contraire, si les deux mutations touchent le même gène, ces mutations étant récessives, les 
plantes issues de ce croisement doivent présenter le phénotype des parents suppresseurs. 
L’analyse de la génération issue de ces différents croisements a permis de démontrer que 
l’ensemble des cinq mutations affectait des gènes différents, les plantes présentant le 
phénotype vad1-1 (données non présentées). Ces mutations sont donc toutes les cinq 
indépendantes. Concernant les deux autres lignées (vad1-1/svd142 et vad1-1/svd161), le 
décalage entre les différents criblages et semis n’a pas permis de réaliser ces tests durant la 
thèse, cependant, les croisements entre vad1-1/svd142 et les cinq autres suppresseurs ont 
été générés et devraient être analysés prochainement.  
II.3.3. Ces mutations sont-elles intra- ou extragéniques ? 
Une autre question essentielle permettant de caractériser génétiquement les mutations 
svd est de déterminer si ces mutations sont intragéniques ou extragéniques, c’est à dire si le 
phénotype observé est du à une mutation additionnelle dans le gène muté ayant servi 
comme point de départ (vad1-1) (mutation intragénique) ou si le phénotype observé est 
consécutif à la mutation d’un autre gène (mutation extragénique). Par exemple, si la mutation 
de départ est provoquée par l’apparition d’un codon stop, la nouvelle mutation pourrait 
remplacer ce codon stop par un autre codon et permettre à nouveau la transcription du gène, 
et cette mutation serait définie comme intragénique. Dans le cas de vad1-1, cela paraît peu 
probable car la mutation est consécutive à l’insertion d’un ADN-T au niveau de la séquence 
codante de VAD1, et pour générer une mutation intragénique, il serait nécessaire de 
supprimer cette insertion. Cependant, cette possibilité d’une mutation intragénique ne peut 
pas être exclue et c’est pourquoi différents tests ont été réalisés sur les doubles mutants 
vad1-1/svd. 
Tout d’abord, les différents rétrocroisements ont apporté des premiers éléments de 
réponse quant à la nature de la mutation (Tableau 5). En effet, ces rétrocroisements ont été 
réalisés avec le mutant vad1-1. Or, cette mutation est récessive. Donc si ces mutations svd 
étaient intragéniques, et comme elles se sont révélées être toutes récessives, les plantes 
issues du rétrocroisement présenteraient un phénotype sauvage, la mutation vad1-1 se 
retrouvant alors à l’état hétérozygote. Pour l’ensemble des 5 lignées vad1-1/svd étudiées, 
toutes les plantes issues des rétrocroisements ont présenté un phénotype de type vad1-1. 
Afin de déterminer si l’insertion de l’ADN-T était toujours présente, le séquençage de la 
mutation vad1-1 chez ces 5 doubles mutants vad1-1/svd a été en outre réalisé sur des 
plantes en génération M2. Celui-ci a permis de confirmer que tous ces doubles mutants 
possédaient l’insertion de l’ADN-T au niveau du gène VAD1 à l’état homozygote. Un autre 
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Figure 45 : Phénotypes des suppresseurs appartenant à la classe 4.
A : Expression des marqueurs de défense PR-1 et PDF1.2 déterminée par Q-RT-PCR chez le parent 
sauvage, chez le simple mutant vad1-1 et chez les doubles mutants vad1-1/svd, 14 jours après 
repiquage (7 jours avant apparition des lésions chez vad1-1, barres jaunes), 21 jours après repiquage 
(jour d’apparition des lésions chez vad1-1, barres bleues) et 33 jours après repiquage (12 jours après 
apparition des lésions chez vad1-1, barres noires). 
B : Détermination de la croissance bactérienne in planta chez le parent sauvage Ws-4, le simple 
mutant vad1-1 et les doubles mutants vad1-1/svd en réponse à l’inoculation avec 
PstDC3000/avrRpm1 (5.105 cfu.mL-1) et à PstDC3000 (2.105 cfu.mL-1), le jour de l’inoculation 
(barres blanches) et 3 jours après inoculation (barres noires). 
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test a été réalisé et consiste à mesurer l’expression du gène VAD1 chez ces lignées par Q-
RT-PCR. Les résultats démontrent qu’aucun transcrit de VAD1 n’est détecté dans ces 
lignées et donc ces mutations peuvent être considérées comme des mutations 
extragéniques (données non présentées). L’ensemble de ces tests permet donc de définir 
ces 5 mutations svd comme étant des mutations extragéniques. 
II.4. Caractérisation phénotypique des doubles mutants vad1-
1/svd4, 11, 29, 42 et 118 
II.4.1. Analyse de l’expression des marqueurs défense chez les 
doubles mutants vad1-1/svd.  
Le mutant vad1-1, comme décrit en introduction, accumule au moment et après 
l’apparition des lésions des transcrits des marqueurs de défense PR-1 et PDF1.2. Dans 
l’objectif d’une caractérisation préliminaire des doubles mutants, l’expression des marqueurs 
de défense PR-1 et PDF1.2 chez les cinq lignées caractérisées génétiquement a été 
déterminée par Q-RT-PCR (Figure 45A). L’analyse des résultats démontre que ces cinq 
lignées n’accumulent pas ces marqueurs de défense en comparaison avec le mutant vad1-1, 
et se comportent de façon similaire au parent sauvage Ws-4. 
II.4.2. Analyse de la résistance des doubles mutants vad1-1/svd.  
Les cinq lignées vad1-1/svd4, vad1-1/svd11, vad1-1/svd29, vad1-1/svd42 et vad1-
1/svd118 se comportent comme le parent sauvage Ws-4 pour ce qui concerne le phénotype 
de mort cellulaire et également l’accumulation des transcrits de marqueurs de défense 
associés à la mutation vad1-1. Dans le but d’acquérir des données supplémentaires, la 
résistance de ces lignées en réponse à la souche virulente PstDC3000 et à la souche 
avirulente PstDC3000/avrRpm1 a été déterminée. Pour ceci, les populations bactériennes in 
planta ont été déterminées le jour et trois jours après inoculation avec ces deux souches. 
Les résultats révèlent que ces cinq lignées, en comparaison avec le mutant vad1-1 qui est 
plus résistant que Ws-4, présentent un niveau de résistance similaire à celui observé chez le 
parent sauvage Ws-4 en réponse à la souche PstDC3000/avrRpm1 (Figure 45B). En 
réponse à la souche PstDC3000, les quatre lignées vad1-1/svd4, vad1-1/svd11, vad1-
1/svd29 et vad1-1/svd42 présentent une croissance bactérienne in planta similaire à celle 
observée chez le parent Ws-4. La lignée vad1-1/svd118 est plus sensible et présente une 
croissance bactérienne in planta plus importante (5 fois) que celle observée chez le parent 
Ws-4 (Figure 45B). 
En parallèle de ces tests de croissance bactérienne in planta, les phénotypes visuels en 
réponse à une inoculation ont également été observés en réponse aux deux mêmes 
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souches de Pst. Ces lignées présentent des lésions HR similaires à celle observées chez le 
parent Ws-4 en réponse à PstDC3000/avrRpm1, et présentent un développement des 
symptômes similaires à ceux observés chez le parent Ws-4 en réponse à PstDC3000 
(données non présentées).  
III. Discussion, conclusions, perspectives 
III.1. Discussion-conclusions 
La recherche de suppresseurs de la mutation vad1-1 par l’utilisation de l’agent mutagène 
EMS a donc permis l’identification de 31 lignées présentant une suppression du phénotype 
de mort cellulaire du mutant vad1-1. Quatre groupes de doubles mutants ont pu être 
identifiés, et des analyses préliminaires ont été réalisées sur 5 lignées présentant un 
phénotype sauvage, lignées qui présentaient un avantage du point de vue technique (faciles 
à étudier, quant à la production de graines et quant à leur croisement) et d’un point de vue 
scientifique, étant des suppresseurs totaux (et non partiels) de la mutation vad1. Cependant, 
en parallèles des rétrocroisements et des tests réalisés sur ces lignées, les autres groupes 
ont été également soumis à des rétrocroisements mais l’obtention de leur descendance est 
moins avancée. De plus, il apparaît après les différents tests d’allélisme que les 5 mutations 
les plus étudiées sont des mutations indépendantes. 
III.1.1. Plusieurs types de mutations svd 
L’identification de 4 classes différentes de suppresseurs permet de penser que ces 
mutations altèrent des processus physiologiques différents. Dans le cas des plantes 
présentant des lésions se développant de manière différente par rapport à ce qui est observé 
chez vad1-1, il est possible que ces mutations affectent des composantes associées au 
développement des lésions spécifiquement au niveau des tissus périvasculaires chez le 
mutant vad1-1. De plus, pour les plantes présentant une taille très réduite ou un taille 
intermédiaire entre celles de vad1-1 et du parent Ws-4, les mutations pourraient affecter des 
composantes associées plus spécifiquement au phénotype de mort cellulaire de vad1-1, les 
phénotypes de résistance et d’accumulation des transcrits de marqueurs de défense n’ayant 
pas été étudiés. Cependant, l’obtention de ces différentes classes de mutant permet de 
penser que le phénotype développemental du mutant vad1-1, qui est plus petit que le parent 
sauvage Ws-4, peut être découplé du phénotype de mort cellulaire. L’analyse des réponses 
de défense de ces lignées permettra également de démontrer si la résistance accrue du 
mutant vad1-1 est étroitement liée au phénotype de mort cellulaire ou si ces deux processus 
peuvent intervenir indépendamment l’un de l’autre chez le mutant vad1-1. Concernant, la 
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classe des suppresseurs de phénotype sauvage, celle-ci sera discutée dans les paragraphes 
suivants, des données supplémentaires ayant été obtenues. 
III.2.2. Mutations svd : régulateurs communs de la PCD, de 
l’expression des marqueurs de défense et de la résistance ? 
L’analyse des 5 lignées vad1-1/svd4, 11, 29, 42 et 118 a révélé que l’ensemble des ces 
mutations supprimait les phénotypes caractéristiques conférés par la mutation vad1-1 que 
sont l’apparition spontanée de lésions, l’accumulation de transcrits de marqueurs de défense 
et l’augmentation de la résistance. De ce fait, il est possible que les gènes affectés par ces 
mutations svd soient (i) des régulateurs positifs communs de ces processus mis en place au 
cours de la résistance ou (ii) potentiellement des composantes connues des voies de 
signalisation menant à la HR et à la résistance. Pour valider ces hypothèses, l’expression de 
marqueurs de défense au cours d’une interaction sera étudiée dans ces mutants et révélera 
si ces lignées sont toujours capables d’induire l’accumulation des transcrits de marqueurs de 
défense. En faveur de cette hypothèse, 4 des 5 lignées (vad1-1/svd4, 11, 29 et 42) se 
comportent, en terme de résistance à l’invasion bactérienne, comme le parent sauvage Ws-4 
en réponse aux souches PstDC3000 et PstDC3000/avrRpm1. Ces lignées devraient être 
capables d’accumuler ces marqueurs car, dans le cas contraire, elles seraient probablement 
moins résistantes aux agents pathogènes utilisés. En effet, les mutants des voies de 
signalisation, comme par exemple les mutants sid1 et sid2, affectés dans la voie de 
biosynthèse de SA et dans l’expression du marqueur de défense PR-1, sont moins résistants 
que le parent sauvage en réponse à une inoculation avec Pst (Nawrath et Métraux, 1999). 
De plus, les doubles mutants réalisés entre vad1 et des mutants de signalisation (chapitre 
2) ne montrent pour aucun d’entre eux de suppression totale du phénotype « lésions 
spontanées ». Ainsi, les doubles mutants vad1-1/sid1 sont moins résistants que le parent 
sauvage Ws-4 (Lorrain, 2004), et présentent une apparition très tardive de lésions, ce qui 
n’est pas observé pour ces lignées vad1-1/svd. Les mêmes remarques peuvent être émises 
concernant la voie ET, les doubles mutants générés entre vad1-1 et des mutants insensibles 
de la voie ET présentant une apparition très tardive des lésions. Il est donc fort probable que 
ces mutations svd affectent des régulateurs positifs de la mort cellulaire et de la défense 
mais il est peu probable que ces mutations svd affectent des composantes connues des 
voies SA ou ET, même si cette hypothèse ne peut être totalement exclue. Ces mutations 
pourraient en effet affecter des composantes inconnues ou non testées de ces voies de 
signalisation. La caractérisation de ces lignées permettra d’obtenir des réponses sur 
l’intégrité de ces voies de signalisation chez ces mutants et éventuellement de choisir 
certains mutants connus de ces voies dans le but de réaliser des tests d’allélisme. 
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III.2.3. Le cas particulier de la lignée vad1-1/svd 118 
Cette lignée est particulière dans le sens où elle présente un niveau de résistance 
similaire au parent sauvage Ws-4 en réponse à l’inoculation avec PstDC3000/avrRpm1, et 
une augmentation de la sensibilité à la souche virulente PstDC3000. Les données obtenues 
sur cette lignée, notamment les phénotypes de développement de la HR et des symptômes 
de maladie observés en réponse à une inoculation avec ces deux souches, indiquent que 
ceux-ci sont similaires à ceux observés chez le parent Ws-4. Ceci pourrait indiquer une 
augmentation de la tolérance de cette lignée lors d’une inoculation avec une souche 
virulente, celle-ci supportant une croissance bactérienne plus importante sans pour autant 
développer plus de symptômes. Egalement, cette lignée pourrait être affectée dans une 
composante impliquée dans la mise en place de la résistance basale nécessaire pour limiter 
la croissance des souches virulentes. Lors de l’interaction avec une souche avirulente, le 
déficit de résistance pourrait être comblé par la mise en place de la HR qui permettrait la 
limitation de la croissance bactérienne. 
III.2. Perspectives 
Afin de continuer les analyses préliminaires déjà réalisées sur les lignées vad1-1/svd, et 
dans le but d’identifier les mutations responsables de la suppression des phénotypes 
associés à la mutation vad1-1, plusieurs points seront abordés prochainement :  
● La caractérisation des lignées au cours d’une inoculation permettra de savoir si ces 
lignées sont toujours capables d’accumuler ou non des transcrits de marqueurs de défense, 
de manière à savoir si ces mutants se comportent comme le parent sauvage, ou si des 
différences peuvent être identifiées. 
● L’isolement des mutations svd de la mutation vad1-1 permettra d’étudier l’effet de ces 
mutations sur la résistance et la mise en place de la HR indépendamment de la présence de 
la mutation vad1-1. Ces mutations ayant été identifiées sur la base de la suppression du 
phénotype vad1-1, et les doubles mutants présentant un phénotype sauvage, les 
phénotypes conférés par les mutations svd risquent de ne pas être identifiables de manière 
visuelle. De ce fait, il sera nécessaire de connaître les gènes affectés par ces mutations 
avant de pouvoir les isoler de la mutation vad1-1. La recherche de ces mutations permettra 
par la suite l’analyse des simples mutants svd. L’obtention de ces simples mutants permettra 
de savoir quels sont les processus responsables de la suppression des phénotypes associés 
à la mutation vad1-1 et d’attribuer une fonction aux gènes altérés chez ces mutants. 
● L’identification des gènes altérés par les mutations svd sera également réalisée par une 
approche de marche chromosomique après un positionnement fin des mutations sur le 
génome de la plante. Pour ceci, des croisements entre les doubles mutants vad1-1/svd  
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(mutations contenues dans le fond génétique Ws-4) et l’écotype Col-0 ont été générés et la 
descendance issues de ces croisements est disponible en génération M2. Sur ces 
descendances, la cartographie sera réalisée par l’utilisation de marqueurs CAPS (pour 
Cleaved Amplified Polymorphism Sequences) et de microsatellites. Suite à l’identification 
des régions chromosomiques contenant les mutations svd, la recherche dans ces régions de 
candidats sera réalisée, et des croisements entre les mutants correspondants à ces gènes et 
les mutants svd seront générés afin de réaliser des tests d’allélisme et d’identifier le gène 
muté. 
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L’analyse phénotypique du mutant vad1 suggère que la protéine VAD1 pourrait être un 
régulateur négatif de la mise en place de la HR. En faveur de cette hypothèse, des données 
antérieures (Lorrain et al., 2003  ; Lorrain, 2004) ont montré que les voies de signalisation 
associées à la HR sont dérégulées chez le mutant vad1, et que l’altération de ces voies de 
signalisation, notamment celles impliquant EDS1 et NDR1, et la voie de signalisation SA, se 
traduit par une modification des phénotypes associés à la mutation vad1.  
De nombreuses questions restent cependant ouvertes. Nous aborderons dans cette 
discussion la question de la régulation de la HR par la protéine VAD1, et celle de la fonction 
biochimique de la protéine pour laquelle la structure prédite est peu informative. La 
régulation de la biosynthèse de VAD1 en tant que protéine intervenant dans la régulation de 
la mort cellulaire sera discutée. En outre, VAD1 ne représente probablement que l’une des 
composantes de la régulation négative de la PCD associée à la HR et peut difficilement agir 
seule, ce qui implique l’existence de partenaires intervenant en association avec VAD1. 
L’identification de suppresseurs de la mutation vad1 devrait mettre en lumière de nouvelles 
composantes participant à la régulation positive de ce processus. Enfin, un modèle de la 
régulation de la PCD par VAD1 sera proposé et discuté. 
I. Quelles fonctions biochimiques pour VAD1 dans la mise 
en place de la HR ? 
I.1. Localisations tissulaire et cellulaire : des fonctions 
diverses pour VAD1 ? 
I.1.1. VAD1 et les autres formes de mort cellulaire 
Les études d’expression du gène VAD1 réalisées antérieurement et au cours de ce travail 
ont démontré que (i) VAD1 est exprimé au cours d’une interaction incompatible, (ii) VAD1 est 
exprimé en réponse à des traitements avec les molécules de signalisation SA et ET, il 
semble être exprimé en réponse à un traitement au MeJA et (iii) son expression est altérée 
dans des mutants de signalisation de l’ET. Des données supplémentaires (Lorrain, 2004) 
obtenues par l’analyse de l’expression du gène rapporteur GUS fusionné au promoteur de 
VAD1 ont démontré que l’expression de VAD1 est détectée tardivement et à la périphérie 
des zones HR. Ces données sont donc en accord avec l’hypothèse d’un régulateur négatif 
de la mise en place de la mort cellulaire associée à la HR et à la résistance. L’expression de 
VAD1 révélée par le gène rapporteur GUS a été également détectée au niveau de 
cotylédons sénescents et des tissus vasculaires chez Arabidopsis. Ces résultats sont en 
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accord avec les expériences de données transcriptomiques publiées et analysées à l’aide du 
logiciel Genevestigator (https://www.genevestigator.ethz.ch/) (Zimmermann et al., 2004a), où 
l’expression de VAD1 a été mise en évidence non seulement au niveau des tissus 
sénescents mais aussi au niveau des tissus vasculaires du xylème.  
L’ensemble de ces données semble indiquer que VAD1, au delà de la mise en place de la 
mort cellulaire associée à la HR, est également impliqué dans la régulation d’autres morts 
cellulaires programmées et pourrait ainsi faire partie d’une composante commune des voies 
conduisant à la mort cellulaire programmée chez les plantes. Actuellement, il est difficile 
d’attribuer un rôle précis pour VAD1 d’après ces analyses.  
I.1.2. Expression de VAD1 au niveau des stomates 
Les premières analyses de microscopie de fluorescence visant à déterminer la 
localisation cellulaire et subcellulaire de la protéine VAD1 montrent une localisation au 
niveau des stomates. Les stomates sont des organes impliqués dans la régulation de la 
transpiration, donc du statut hydrique de la plante, et dans la régulation des échanges 
gazeux entre la plante et l’atmosphère (van den Honert, 1948) ; ils sont également associés 
à la pénétration de certains agents pathogènes. 
Quels rôles pour VAD1 au niveau des stomates ? Les stomates sont depuis longtemps 
associés à la résistance au stress hydrique. En effet, en réponse à un stress hydrique perçu 
au niveau des racines, un signal longue distance est émis des racines vers les feuilles 
induisant la fermeture des stomates et limitant ainsi la transpiration et les pertes d’eau 
(Zimmermann et al., 2004b). Ce signal longue distance produit par les racines est l’acide 
abscissique (ABA) (Hartung et al., 1988  ; Hartung et al., 2002). Les stomates sont 
également capables de percevoir l’humidité contenue dans l’air, et de se fermer ou de 
s’ouvrir en fonction des besoins de la plante (Assmann et al., 2000). VAD1 pourrait donc être 
impliqué dans la réponse au stress hydrique. On peut cependant à la vue des données 
accumulées jusqu’à présent sur VAD1, proposer des rôles en relations avec les interactions 
plantes-agents pathogènes. Des champignons nécrotrophes tels Sclerotinia sclerotiorum ou 
Collybia velutipes (Kesarwani et al., 2000), utilisent les stomates pour pénétrer à l’intérieur 
de la feuille et ainsi envahir la plante. Un des moyens qu’ont acquis ces agents pathogènes 
pour pénétrer via les stomates est de produire de l’oxalate qui induit une ouverture des 
stomates (Guimaraes et Stotz, 2004). Cette molécule interfère avec l’ouverture induite par 
l’ABA. De plus, des mutants de Sclerotinia sclerotiorum incapables de produire l’oxalate sont 
beaucoup moins virulents sur la plante, indiquant ainsi un rôle important de cette molécule 
(Godoy et al., 1990). On peut donc penser que VAD1 pourrait jouer un rôle au niveau de ces 
organes et son expression serait induite par la pénétration d’agents pathogènes. Dans le cas 
d’agents pathogènes nécrotrophes, le rôle de VAD1 pourrait être d’inhiber la mort cellulaire 
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induite par la reconnaissance de l’agent pathogène de manière à limiter l’accès de celui-ci 
aux ressources nutritives. De plus, l’oxalate est dégradé in planta par des oxalate oxydases 
en CO2 et en H2O2 (Burke et Rieseberg, 2003).  
Ces rôles putatifs sont confortés par le fait que l’analyse du promoteur du gène VAD1 
indique la présence de plusieurs boîtes de liaison de facteurs de transcription impliqués dans 
la réponse à l’ABA. Il est donc possible que l’expression de VAD1 soit régulée par l’ABA, et 
suggère de nouvelles fonctions possibles pour VAD1 au cours de la résistance aux agents 
pathogènes nécrotrophes et hémibiotrophes, et aussi au cours d’un stress hydrique. Il est 
intéressant de noter que l’ABA est une hormone impliquée dans la réponse aux stress 
hydriques, mais également à la réponse à l’interaction avec des agents pathogènes 
notamment nécrotrophes (Kariola et al., 2006) mais aussi hémibiotrophes (Kaliff et al., 2007), 
et appuie l’hypothèse d’une possible fonction de VAD1 dans la réponse à ce type d’agent 
pathogène.  
Dans le but de répondre de tester ces hypopthèses, il sera intéressant de tester les 
réponses du mutant vad1 et des lignées transgéniques surexprimant VAD1 lors d’un stress 
hydrique, lors d’une inoculation avec un agent pathogène nécrotrophe et leur sensibilité à 
l’ABA.. De plus, l’analyse de l’expression de gènes impliqués dans les voies de signalisation 
associées à la transmission du message de l’ABA, comme ABI1 (Allen et al., 1999), chez le 
mutant vad1, permettra de déterminer si VAD1 joue un rôle dans ces voies de signalisation. 
Des croisements entre vad1 et des mutants insensibles à l’ABA, comme abi1 et abi2 
(Finkelstein et Somerville, 1990  ; Allen et al., 1999), permettront de déterminer si l’ABA est 
associé à la mise en place de la mort cellulaire observée chez le mutant vad1 et en réponse 
aux agents pathogènes. Des traitements de plantes sauvages avec l’ABA permettront de 
déterminer si l’expression de VAD1 est induite par cette molécule. 
I.2. Localisation subcellulaire : un mode de régulation de la 
fonction de VAD1 ? 
I.2.1. Un rôle au niveau des chloroplastes ? 
La production de ROS représente l’un des premiers événements mis en place au cours 
de la HR, et leur production se fait de manière biphasique. Les ROS sont aussi des produits 
très réactifs issus du métabolisme qui peuvent avoir des effets néfastes pour la plante. Ils 
sont produits en réponse à des stress abiotiques comme un excès de lumière, un stress 
hydrique ou thermique ou encore un manque de nutriments. C’est pourquoi les plantes ont 
développé des systèmes de protection et de détoxification.  
L’un des compartiments impliqués dans la synthèse des ROS est le chloroplaste. Or, les 
logiciels de prédiction d’adressage au niveau sub-cellulaire de la protéine VAD1 donnent, 
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Figure 46 : Modèle de régulation possible de l’effet des ROS par VAD1 au cours du 
développement et au cours d’une interaction avec un agent pathogène.
A : Induction de la génération de ROS dans les cellules par la lumière au cours du développement ou 
au cours d’une interaction avec un agent pathogène. VAD1, localisée au niveau des chloroplastes, en 
association avec des partenaires, pourrait être impliqué dans la détoxification de l’effet délétère des 
ROS et éviter la mise en place de la mort cellulaire.
B : Chez le mutant vad1, la production des ROS induite par un stress lumineux induirait la mort 
cellulaire associée à VAD1.
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pour la majorité d’entre eux, une localisation au niveau des chloroplastes, avec une 
orientation du domaine GRAM vers l’intérieur du chloroplaste. Au cours de stress, l’efficacité 
de la chaîne de transport des électrons est altérée et résulte en des modifications de l’état 
redox du chloroplaste ce qui se traduit par une augmentation rapide du niveau intracellulaire 
de ROS. (Foyer et Allen, 2003). Un excès d’excitation lumineuse se traduit par la production 
de l’oxygène singulet (1O2) via l’interaction de la chlorophylle avec l’O2 au niveau du 
photosystème II (Hideg et al., 2002). En même temps, l’hyper-réduction des transporteurs 
d’électrons induit la production de H2O2 (Pfannschmidt, 2003). Le mutant vad1 présente un 
phénotype conditionnel à la lumière, les lésions apparaissant sous des conditions 
lumineuses normales dans les chambres de culture, et ne se développant pas pour des 
intensités lumineuses plus faibles. La protéine VAD1 ne possédant pas une activité putative 
capable de détoxifier l’effet des ROS, il est possible qu’elle soit impliquée dans la liaison via 
le domaine GRAM (domaine putatif de liaison protéine-protéine), à des protéines impliquées 
directement ou indirectement dans la détoxification des ROS (Figure 46). De telles enzymes 
pourraient être des ascorbate peroxidases ou encore la ferritine dont l’expression est induite 
par la production de H2O2 au cours d’un stress lumineux (op den Camp et al., 2003) et au 
cours d’une interaction avec un agent pathogène (Boughammoura et al., 2007). Ainsi, le 
mutant vad1 serait incapable de se protéger contre l’effet des ROS, et cela expliquerait le 
phénotype conditionnel à la lumière. Cependant, les lésions n’apparaissent qu’à un certain 
moment de la vie de la plante, il est possible qu’une autre composante soit impliquée dans 
ce processus. Avant l’apparition des lésions, celle-ci pourrait être suffisante pour éviter l’effet 
délétère des ROS, et au moment où les lésions se développent chez le mutant vad1, cette 
autre composante pourrait ne plus être produite, ou son action pourrait ne plus être 
suffisante, et du fait de l’absence de la protéine VAD1, la détoxification des ROS ne pourrait 
plus avoir lieu (Figure 46). 
Durant une interaction avec un agent pathogène avirulent, l’un des premiers événements 
observés est la génération d’un « burst » oxidatif très précoce (20 min) impliquant les ROS et 
un pic de production plus tardif situé entre 4 et 6 heures après l’interaction (Wojtaszek, 
1997). L’expression de VAD1, également biphasique (6h et 48h), pourrait dans ce cas être 
induite par la génération de ce « burst » oxydatif. Cependant, une cinétique fine d’expression 
de VAD1 dans les temps précoces de l’interaction n’a jamais été réalisée mais pourrait 
apporter des indications quant à l’induction de VAD1 au cours de cette phase. L’expression 
de VAD1 serait ensuite réprimée, dans ce cas les ROS exerceraient leur action dans la 
signalisation associée à la mise en place de la HR. De plus, il serait intéressant de réaliser 
un traitement sur des plantes avec des ROS (tel le H2O2) ou des inducteurs de ROS afin de 
déterminer si l’expression de VAD1 est induite par ce traitement, et dans quelles conditions 
(intensité, cinétique).  
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D’autres données semblent suggérer que l’expression de VAD1 pourrait être régulée par 
la présence de ROS. En effet, il est connu qu’une production de ROS est observée au cours 
de la propagation de la mort cellulaire à la périphérie du front de propagation des lésions 
(Mateo et al., 2004). L’étude de l’expression spatiale de VAD1 a démontré que VAD1 était 
exprimé au niveau de ce front de propagation des lésions au cours d’une interaction 
incompatible (Lorrain et al., 2004). Cette corrélation entre la production de ROS et 
l’expression spatiale de VAD1 pourrait expliquer le pic tardif d’expression de VAD1 observé 
entre 24 et 48 heures après inoculation. Dans ce cas, VAD1 serait exprimé de manière à 
limiter l’effet toxique des ROS dans les cellules situées au delà des lésions HR de manière à 
participer au contrôle négatif de la propagation des lésions (Figure 46). 
Une autre approche qui permettrait d’obtenir des données sur une relation possible entre 
l’activité de VAD1 et les ROS serait de traiter le mutant vad1 avant l’apparition des lésions 
avec différents ROS et d’observer le phénotype d’apparition des lésions. Il serait intéressant 
de savoir, si à la manière de ce qui est observé chez le mutant rcd1, pour lequel un 
traitement à l’ozone induit l’apparition et la propagation de la mort cellulaire associée aux 
ROS (Overmyer et al., 2000), un tel traitement serait capable de déclencher l’apparition des 
lésions chez le mutant vad1. Si tel est le cas, cela signifierait que VAD1 peut être lié à la 
détoxification de l’effet des ROS. De plus, des approches génétiques pourraient être 
développées en croisant le mutant vad1 avec des mutants de production des ROS, comme 
les mutants AtrbohD et AtrbohF (Torres et al., 2002) et le mutant de production de NO nos1 
(Guo et Crawford, 2005) afin d’étudier l’effet de ces mutations sur les phénotypes conférés 
par la mutation vad1. 
I.2.2. Possibilité d’une multi-localisation ? 
Les analyses in silico réalisées avec la séquence putative de la protéine VAD1 révèlent 
des localisations possibles au niveau des chloroplastes, mais également au niveau du 
noyau, du réticulum endoplasmique et du cytoplasme. De plus, deux formes putatives 
prédites de VAD1 « longue » et « courte » ont été identifiées dans les bases de données. 
Des transcriptions inverses réalisées sur des pool d’ADNc ont révélées l’existence de deux 
formes de transcrits de VAD1, indiquant la possibilité de l’existance de ces deux formes de la 
protéine VAD1. Il est possible que la protéine VAD1 soit localisée dans des organites ou 
membranes différents selon les conditions physiologiques et selon la forme protéique 
majoritaire. En effet, la présence de la forme « courte » de VAD1 indique que cette protéine 
sous cette forme pourrait être soluble. De plus, comme mentionné plus loin dans le 
paragraphe I.4., le domaine GRAM de certaines protéines animales de type myotubularine et 
glucosyltransferase est associé à la re-localisation de ces protéines, cette re-localisation 
étant essentielle à la fonction des protéines. Le domaine GRAM est également un domaine 
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putatif de liaison aux phosphoinositides et dans certains cas, la liaison de phosphoinositides 
sur des protéines végétales se traduit par une re-localisation de celle-ci (voir paragraphe I.4). 
Cette localisation multiple prédite par les différents logiciels de prédiction est donc 
envisageable et pourrait être associée à la fonction de la protéine VAD1. 
I.3. Quelles fonctions révélées par la surexpression de VAD1 ? 
I.3.1. La surexpression de VAD1 conduit à une limitation en 
intensité de la HR 
L’identification et l’analyse du mutant vad1 ont permis d’émettre l’hypothèse que VAD1 
pourrait être un régulateur négatif de la HR. L’une des approches permettant de confirmer 
cette hypothèse est d’étudier l’effet de la surexpression du gène VAD1, d’une part par des 
analyses d’expression transitoire dans le système hétérologue Nicotiana benthamiana, et 
d’autre part par la génération de lignées transgéniques surexprimant VAD1. 
Les premiers résultats obtenus démontrent que la surexpression transitoire de VAD1 chez 
Nicotiana benthamiana est capable d’une part de ralentir l’apparition de la mort cellulaire 
associée à la mise en place de la HR quand celle-ci est déclenchée par l’expression de 
transgènes bactériens ou viraux, et d’autre part au niveau moléculaire de retarder et de 
réduire l’expression de transcrits de gènes marqueurs de la mort cellulaire.  
L’analyse des plantes d’Arabidopsis transgéniques démontre de même que ces lignées 
présentent un retard dans l’apparition des lésions en réponse à une inoculation avec la 
souche avirulente PstDC3000/avrRpm1, et démontrent en outre que l’expression du 
marqueur de défense PR-1 est retardé chez ces lignées. Ces données sont donc en accord 
avec l’hypothèse d’un rôle de VAD1 comme régulateur négatif de la HR.  
Toutefois, l’effet observé est partiel, la HR n’étant pas supprimée mais seulement 
retardée, ce qui implique la participation d’autres composantes dans la régulation négative 
de cette mort cellulaire. De plus, la détection de la protéine VAD1 au cours du 
développement des lignées « surexpresseurs » et au cours d’une inoculation chez Nicotiana 
benthamiana s’est révélée infructueuse, soit à cause des techniques utilisées qui ne sont 
peut être pas assez sensibles pour détecter la protéine VAD1, soit à cause de régulations 
post-transcriptionnelles ou post-traductionnelles pouvant réguler la biosynthèse/dégradation 
de la protéine VAD1. Ce dernier point sera discuté dans le paragraphe II. 
I.3.2. VAD1 et les autres régulateurs négatifs de la mort cellulaire 
Différents régulateurs négatifs de la mort cellulaire ont été identifiés aussi bien chez les 
plantes que chez les animaux. Les mutants Atbi1 (pour BAX Inhibitor) sont affectés dans un 
régulateur négatif de la mort cellulaire (Watanabe et Lam, 2006). Ces mutants montrent une 
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hypersensibilité à la tunicamycine (inhibiteur de la croissance racinaire, accompagnée de 
l’accumulation de H2O2 et de la fragmentation nucléaire) avec une accélération de la mort 
cellulaire (Watanabe et Lam, 2007). Ces mutants, contrairement au mutant vad1, ont un 
phénotype développemental similaire au parent sauvage dans des conditions de culture 
normales. De plus, AtBI1 est exprimé en amont de l’initiation de la mort cellulaire, 
contrairement à VAD1 qui joue un rôle dans la limitation de l’expansion de la mort cellulaire. 
Les protéines BAP1 et BAP2 en association avec BON1 sont supposées être des 
régulateurs négatifs de la mort cellulaire induite par la protéine de résistance de type TIR-
NBS-LRR SNC1 (Yang et al., 2007). La mutation de la protéine BON1 se traduit par un 
phénotype « lésions spontanées », ce qui renforce l’idée d’un régulateur négatif de la mort 
cellulaire (Jambunathan et al., 2001). Cependant, à la différence du mutant vad1, les lésions 
observées chez ce mutant sont des lésions de taille définie. La surexpression de BAP1 et 
BAP2 en association avec BON1 confère un ralentissement de l’apparition des lésions HR 
chez le Tabac et chez Arabidopsis en réponse à certains agents pathogènes, à la manière 
de ce qui est observé lors de la surexpression de VAD1. BON1 code une protéine de type 
copine possédant des domaines C2 de liaison au phospholipides de façon dépendante du 
Ca2+ (Yang et al., 2006), et les gènes BAP1 et BAP2 codent des protéines homologues 
possédant également des domaines C2. Ces protéines ont un rôle spécifique de la 
reconnaissance d’agents pathogènes par certaines protéines de résistance de type TIR-
NBS-LRR. Il apparaît donc peu probable que ces protéines jouent un rôle en association 
avec VAD1 pour réguler la mort cellulaire. 
D’autres régulateurs négatifs de la mort cellulaire ont été identifiés comme le facteur de 
transcription AtEBP (Ogawa et al., 2005), ou encore une Kinase AGC Adi3 (pour AvrPto-
Dependant Pto-Interacting protein 3) de la Tomate (Devarenne et al., 2006). Chez les 
animaux, les kinases AGC sont des cibles de kinases dépendantes de la liaison à des 
phosphoinositides (Pdk1). Or, les auteurs ont démontré que cette kinase AGC pouvait être 
phosphorylée par une Pdk1 présente chez la Tomate et par la kinase Pto. De plus, la 
mutation de la kinase AGC Adi3 se traduit par un phénotype « lésions spontanées ». Comme 
nous le verrons dans le paragraphe suivant, plusieurs protéines possédant un domaine 
GRAM sont capables de lier les phosphoinositides. Il est alors envisageable qu’un 
mécanisme similaire existe chez Arabidopsis et qu’un homologue de cette kinase AGC Adi3 
soit présente, ou qu’une protéine ayant un rôle similaire existe chez Arabidopsis, et 
interagisse avec VAD1 au niveau d’un complexe protéique régulant négativement la mise en 
place de la mort cellulaire associée à la HR. 
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I.4. Quelles fonctions pour le domaine GRAM ? 
La protéine VAD1 possède un domaine GRAM (pour Glucosyltransferase, Rab-like 
GTPase activator And Myotubularin), domaine putatif de liaison protéines-protéines ou 
protéines-lipides, et trouvé dans des protéines impliquées dans des processus 
physiologiques associés aux membranes et à la transduction des signaux. A ce jour, peu de 
données sont disponibles sur le rôle de ce domaine. Toutefois, des études de mutagenèse 
réalisées sur ce domaine ont révélé l’importance de celui-ci dans la fonction des protéines 
étudiées.  
Ce domaine GRAM est conservé chez les myotubularines, famille importante possédant 
une activité capable de lier des phosphoinositides 3-phosphate chez les animaux. Ainsi, le 
domaine GRAM de la myotubularine humaine MTMR3 est supposé être le domaine de 
liaison des phosphoinositides. La délétion d’une partie de ce domaine chez MTMR3 se 
traduit par une perte de fonction enzymatique de la protéine, et induit un changement de la 
localisation sub-cellulaire, la protéine étant localisée au niveau du Golgi au lieu du réticulum 
endoplasmique. Ce domaine semble donc jouer un rôle d’une part dans l’activité de la 
protéine, et d’autre part dans la localisation sub-cellulaire de MTMR3 (Lorenzo et al., 2005). 
La mutation ponctuelle d’un résidu dans le domaine GRAM d’une autre myotubularine, 
MTMR2, se traduit par le développement d’une myopathie caractérisée par un sévère 
disfonctionnement des muscles. Cette myopathie est la conséquence d’une perte de la 
capacité de la protéine à lier les phophoinositides qui se traduit par une altération de la 
formation des endosomes tardifs et de la morphologie des vacuoles (Tsujita et al., 2004). 
Ce domaine GRAM est aussi trouvé dans des protéines de type glucosyltransferase. Une 
« sterol glucosyltransferase » fongique exprimée chez la levure a permis d’identifier le rôle 
du domaine GRAM de cette protéine. Chez la levure, un mécanisme de dégradation des 
peroxisomes est observé, nommé micropexophagie. Au cours de la micropexophagie, cette 
glucosyltransférase est associée avec une structure membranaire constituant l’appareil 
micropexophagique. Une mutation ponctuelle dans le domaine GRAM de cette protéine 
abolit son association à cette structure et abolit la micropexophagie, indiquant un rôle 
important de ce domaine dans la localisation sub-cellulaire et dans l’activité de cette 
glucosyltranférase (Oku et al., 2003). 
Chez les plantes, aucune donnée d’analyse fonctionnelle de protéines contenant un 
domaine GRAM n’est actuellement disponible. Cependant, il apparaît à travers plusieurs 
études que les phosphoinositides sont impliqués dans la régulation de la mise en place de la 
mort cellulaire (Liang et al., 1996  ; Ortega et Perez, 2001). L’étude du mutant edr2 (pour 
Enhanced Disease Resistance) a révélé un rôle putatif des phosphoinositides comme 
régulateur négatif de la mise en place de la HR (Vorwerk et al., 2007). Ce mutant présente 
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Figure 47 : Modèle possible du contrôle de l’activité de VAD1.
La régulation de l’activité de la protéine VAD1 pourrait impliquer plusieurs processus différents. D’une part, 
la présence de motifs putatifs de sumoylation (●) indique la possibilité d’une action des complexes 
d’ubiquitination qui induisent une dégradation de la protéine par le protéasome. D’autre part, la présence de 
motifs putatifs PEST (*)indique la possibilité d’une action d’enzymes protéolytiques.
Un deuxième type de régulation pourrait intervenir. En absence de phosphoinositides, VAD1 serait 
localisée au niveau d’une membrane cible 1. La mise en place de la mort cellulaire (PCD) activerait la 
production de phosphoinositides qui se fixeraient sur le domaine GRAM de VAD1 induisant ainsi un 
changement de localisation de VAD1 vers une membrane cible 2. Ce changement de localisation pourrait 
se traduire par l’activation de la fonction de régulateur négatif de la PCD de VAD1. En parallèle, la « forme 
courte » de VAD1 pourrait entrer en compétition avec la « forme longue » pour la liaison aux 
phosphoinositides et donc réguler sa re-localisation.
PI : Phosphoinositides ; PCD : Programmed cell death ; Tm : domaine transmembranaire.
VAD1 : localisation au niveau 
de la membrane cible 1
+  PI
GRAM Tm Coil-coiled
PI
Re-localisation de VAD1 au 
niveau de la membrane cible 2
PCD
GRAM
PI
GRAM
Compétition avec
la «forme longue»
GRAM Tm Coil-coiled
GRAM Tm Coil-coiled
* * ● ●
Dégradation par ubiquitination (●) 
et/ou des enzymes protéolytiques 
via les motifs PEST (*)
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une augmentation de la mort cellulaire en réponse à différents agents pathogènes. La liaison 
des phosphoinositides pourrait avoir un rôle direct sur la protéine en lui permettant d’être 
adressée vers les membranes appropriées, ce qui induirait une limitation de la mort 
cellulaire, mais pourrait également avoir un rôle indirect. Il est envisageable que le domaine 
GRAM de la protéine VAD1 puisse jouer un rôle similaire. 
Ainsi, en liant des phosphoinositides, la protéine VAD1 pourrait être adressée vers des 
membranes, à la manière de ce qui est observé pour la protéine végétale EDR2, pour la 
protéine animale MTMR3 et pour la glucosyltransferase évoquées ci-dessus, où elle entrerait 
en fonction comme régulateur négatif de la mort cellulaire. Le rôle des phosphoinositides 
comme régulateurs négatifs de la HR pourrait donc être indirect, via des changements de 
localisation des protéines, entre autres, EDR2 et VAD1 seraient alors activées (modèle 
proposé dans la figure 47). 
Dans le but de déterminer l’importance du domaine GRAM dans la fonction de la protéine 
VAD1, une mutagenèse au niveau de ce domaine a été entreprise et des essais par 
expression transitoire ainsi que la génération de lignées transgéniques d’Arabidopsis seront 
réalisés de manière à déterminer si la perte de fonction de ce domaine amène une perte de 
fonction de la protéine. Si tel est le cas, les plantes transformées de manière transitoire ou 
stable ne devraient plus présenter de retard d’apparition des lésions associées à la HR en 
réponse à des souches avirulentes d’agents pathogènes. De plus, il serait intéressant de 
déterminer la capacité de liaison de phosphoinositides pour le domaine GRAM comme cela 
a été démontré pour les protéines animales. Il serait également intéressant de déterminer si 
des mutations dans ce domaine modifient la localisation subcellulaire da VAD1 à la manière 
de ce qui est observé pour plusieurs protéines possédant ce domaine.  
I.5. Domaine transmembranaire : important pour la fonction de 
VAD1 ? 
A partir des données disponibles sur la plante Arabidopsis thaliana, des séquences 
nucléiques putatives (génomique et ADNc) de VAD1 ont révélé l’existence de deux transcrits 
codant la protéine VAD1. Le premier code une protéine de 598 acides aminés, le deuxième 
code une protéine de 379 acides aminés, dépourvue du domaine transmembranaire. La 
présence dans ces deux transcrits correspondant au gène VAD1 amène donc la question 
suivante : existe-il un épissage alternatif du transcrit du gène VAD1 ? Afin de répondre à 
cette question, et de réaliser une étude sur la fonction des différents domaines de la protéine 
VAD1, une construction a été générée permettant d’exprimer la protéine VAD1 déletée de 
son domaine transmembranaire. L’analyse de lignées transgéniques d’Arabidopsis 
transformées avec cette construction permettra de déterminer si l’expression de ce 
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transgène est capable de complémenter les phénotypes conférés par la mutation vad1. De 
plus, il sera nécessaire de déterminer la présence de ce transcrit court. L’utilisation 
d’oligonucléotides spécifiques de chaque forme au cours d’analyses d’expression en Q-RT-
PCR sur des plantes dans différentes conditions physiologiques permettra de déterminer 
quelle est la forme majoritaire présente dans une situation particulière. En effet, il est 
possible que ces deux formes de protéines entrent en compétition pour la liaison de 
groupements au niveau du domaine GRAM. Il pourrait s’agir ici d’un autre type de régulation 
de la fonction de VAD1. La proportion de chaque forme présente pourrait réguler la fonction 
de la protéine VAD1 en liant par exemple des phosphoinositides au niveau du domaine 
GRAM et ainsi empêcher la relocalisation de la forme longue de la protéine, et donc son rôle 
de régulateur négatif de la mort cellulaire. Des analyses sur les lignées transgéniques 
surexprimant VAD1 permettra de déterminer quelle est la forme majoritaire dans ces lignées 
et de déterminer si un épissage alternatif est impliqué dans la régulation de l’activité de 
VAD1. Cet épissage alternatif pourrait être une forme d’inactivation des transcrits de VAD1 
qui ne seraient pas fonctionnels. 
II. Régulations post-transcriptionnelles et post-
traductionnelles de VAD1 
Au cours des différentes expériences menées, plusieurs questions se sont posées : 
pourquoi est-il pour le moment impossible de détecter la protéine VAD1 dans des 
expériences de Western blot ? Comment expliquer la difficulté de détection de la protéine 
chimérique VAD1-GFP en microspcopie à fluorescence ? Du fait de l’implication de VAD1 
dans les mécanismes de régulation de la mort cellulaire, il est possible que les transcrits 
correspondants au gène VAD1 ainsi que la protéine VAD1 subissent des régulations post-
transcriptionnelles et post-traductionnelles, respectivement, de manière à réguler finement la 
fonction de la protéine VAD1 et la mort cellulaire.  
II.1. Régulation de l’expression de VAD1 
Les différentes expériences de traitement avec des molécules de signalisation et 
d’inoculation avec différentes souches d’agents pathogènes démontrent que le transcrit du 
gène VAD1 est induit faiblement. De plus, l’utilisation du promoteur constitutif 35S dans les 
expériences d’expression transitoire et dans les lignées transgéniques surexprimant VAD1 
démontre que le transcrit VAD1 n’est pas détectable de manière constitutive. Cependant, les 
oligonucléotides utilisés dans ces expériences ne sont pas spécifiques de l’une ou l’autre 
forme putative des transcrits de VAD1, ceux-ci étant capables de se lier au niveau d’une 
partie commune entre les deux formes de transcrits. Même si les transcrits sont détectables 
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dans les lignées transgéniques de manière plus importante que dans la lignée parentale 
sauvage au cours du développement, la quantité de ces transcrits est beaucoup plus 
importante au cours d’une interaction incompatible dans ces lignées transgéniques en 
comparaison avec la lignée parentale sauvage. Ces observations pourraient indiquer que les 
transcrits sont stabilisés au cours d’une interaction incompatible, et donc au cours de la mise 
en place de la HR. Il est donc envisageable que le gène VAD1 subisse une régulation post-
transcriptionnelle permettant de stabiliser les transcrits de VAD1 au cours de la mise en 
place de la mort cellulaire. 
L’une des régulations post-transcriptionnelles qui pourrait permettre de réguler 
l’accumulation des transcrits de VAD1 est l’existence de micro RNA (miRNA). Certains ARN 
sont la cible de tels miRNA. A l’heure actuelle, la recherche de miRNA dans la séquence 
nucléotidique de l’ADNc de VAD1 (http://microrna.sanger.ac.uk) n’a pas permis d’en mettre 
en évidence, ce qui signifie que cette régulation par un miRNA ne semble pas se mettre en 
place pour la régulation du transcrit VAD1. 
D’autres régulations post-transcriptionnelles pourraient être mise en œuvre, comme la 
méthylation de l’ARN messager de VAD1, ou encore la régulation par des siRNA. Cette 
régulation par des siRNA pourrait être étudiée par des analyses d’expression de VAD1 dans 
des mutants de « silencing » affectés dans des composantes des complexes impliqués dans 
la dégradation de transcrits induite par les siRNA, comme par exemple les mutants dcl1, 
dcl2, dcl3 et dcl4 (pour DiCer-Like) (Gasciolli et al., 2005  ; Xie et al., 2005). De plus, comme 
décrit dans le paragraphe précédent, la présence putative de deux transcrits de taille 
différente pourrait indiquer l’existence d’un épissage alternatif régulant la fonction de VAD1. 
II.2. Régulations post-traductionnelles : un rôle pour les 
domaines PEST et pour la sumoylation ? 
Des régulations post-transcriptionnelles pourraient exister au niveau de l’expression de 
VAD1. Il est possible que des régulations post-traductionnelles se mettent en place afin de 
réguler la durée de vie de la protéine VAD1, et donc sa fonction.  
La séquence de la protéine VAD1 a été soumise à l’analyse par un logiciel permettant de 
déterminer la présence de régions de type PEST (Rogers et al., 1986  ; Rechsteiner et 
Rogers, 1996). La présence de ces motifs indique que la protéine VAD1 pourrait être une 
cible d’enzymes protéolytiques qui pourraient la cliver de manière à réguler sa durée de vie. 
Deux motifs à haute probabilié apparaissent sur la protéine VAD1 (Figure 47). 
De plus, cette protéine a été soumise à une analyse permettant de détecter la présence 
de motifs permettant la sumoylation de la protéine et cinq motifs sont apparus comme 
putativement sumoylables, dont deux plus particulièrement (Figure 47). La sumoylation est 
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une réaction enzymatique permettant l’ajout sur la protéine de groupement SUMO au niveau 
de certains résidus lysines. Or, la sumoylation est une réaction qui peut entrer en 
compétition avec l’ubiquitination (Rechsteiner et Rogers, 1996), réaction enzymatique qui 
permet l’ajout de groupement ubiquitine au niveau de certains résidus de type lysine (Zeng 
et al., 2006). Cette ubiquitination a pour conséquence l’adressage de la protéine vers le 
protéasome qui dégrade la protéine cible et régule donc sa durée de vie. 
La présence de motifs PEST et de sumoylation permet donc de penser que la durée de 
vie de VAD1 pourrait être finement régulée par l’une ou l’autre de ces réactions, et pourrait 
expliquer le fait que VAD1 ne soit plus détectable en Western Blot. Il est possible que, dans 
des conditions normales de développement de la plante, la protéine soit produite mais soit 
très vite dégradée. Du fait de sa fonction putative de régulateur négatif de la mort cellulaire, 
cette protéine ne serait pas nécessaire au cours du développement et ne serait pas produite 
et/ou serait dégradée très rapidement. Dans le cas de la mise en place de la mort cellulaire 
associée à la HR, la dégradation de la protéine par l’action d’enzymes protéolytiques au 
niveau des motifs PEST pourraient être inhibée, et la sumoylation pourraient être mise en 
place de manière à inhiber l’ubiquitination de la protéine, ce qui permettrait de sa 
stabilisation. Ainsi, une fois stabilisée, la protéine pourrait exercer son rôle de régulateur 
négatif de la HR. Cependant, ces données ont été obtenues in silico et sont donc des 
données qui restent à être confirmées expérimentalement, notamment par la mutagenèse 
des différentes régions permettant les régulations post-traductionnelles putatives et par 
l’analyse de l’effet de ces mutations. Des constructions dans lesquelles les domaines PEST 
ont été mutés, sont en cours d’analyse par des expériences d’expression transitoire chez 
Nicotiana benthamiana et par la génération de lignées transgéniques d’Arabidopsis.  
III. Partenaires de VAD1 dans le contrôle de la PCD 
Dans le but d’identifier des partenaires de VAD1 dans la régulation de la mort cellulaire, 
une approche génétique visant à identifier des suppresseurs de la mutation vad1 a été 
entreprise et 31 suppresseurs ont été sélectionnés, répartis en quatre grandes classes 
phénotypiques. 
III.1. Suppresseurs : composantes possibles des voies de 
signalisation conduisant à la HR et à la résistance ? 
L’une des hypothèses pouvant être émise quant à la nature des gènes altérés chez les 
doubles mutants vad1/svd est l’altération de composantes des voies de signalisation 
associées à la HR et à la résistance. En effet, des études d’épistasie entre des mutations 
affectant des composantes des voies SA et ET, et la mutation vad1 ont permis de démontrer 
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que des mutations rendant les plantes insensibles à l’ET (mutants ein) et des mutations 
affectant la production de SA (mutants sid) inhibaient l’apparition des lésions chez le mutant 
vad1 (Lorrain, 2004  ; Lorrain et al., 2004  ; Bouchez et al., 2007). Cependant, l’inhibition 
n’est pas totale, quelques lésions apparaissant très tardivement chez ces doubles mutants, 
ce qui n’est pas observé chez les doubles mutants vad1/svd. Il est donc possible que les 
mutations svd affectent des composantes de ces voies, mais il est peu probable qu’elles 
affectent des composantes déjà testées. De manière à confirmer ou infirmer cette 
hypothèse, l’analyse de l’expression au cours d’une inoculation avec un agent pathogène 
avirulent de gènes marqueurs des voies de signalisation associées à la HR et à la défense 
permettra de déterminer si ces voies sont altérées chez les doubles mutants vad1/svd. 
III.2. La HR n’est pas supprimée chez les doubles mutants 
vad1/svd 
Les analyses réalisées sur les cinq doubles mutants vad1/svd caractérisés génétiquement 
révèlent que ces doubles mutants sont toujours capables d’induire les mécanismes de mise 
en place de mort cellulaire associée à la HR en réponse à l’inoculation avec la souche 
avirulente PstDC3000/Avrpm1. De plus, la cinétique d’apparition des lésions ainsi que la 
résistance restent inchangées en comparaison avec la lignée parentale sauvage Ws-4. Ces 
mutations pourraient affecter des composantes participant seulement partiellement à la 
limitation de la HR dans le contexte du mutant vad1. Concernant l’hypothèse de la liaison 
entre VAD1 et le contrôle de la production/détoxification des ROS, il serait possible que ces 
mutations affectent par exemple des enzymes (ou des régulateurs) impliquées dans la 
production des ROS, ou dans la perception/régulation d’un signal de stress impliquant les 
ROS. Ainsi, chez le mutant vad1, une quantité de ROS suffisante serait produite pour induire 
les mécanismes de mort cellulaire spontanément. Dans le cas des doubles mutants 
vad1/svd, il est possible que ce seuil ne soit pas atteint, si la mutation affecte la production 
des ROS ou un récepteur/régulateur positif d’un signal de stress impliquant les ROS. Dans le 
cas de la mise en place de la HR, d’autres enzymes, inductibles, pourraient entrer en jeu 
dans la production des ROS et par conséquent, la production serait plus importante, ce qui 
permettrait d’atteindre un seuil qui induirait les mécanismes de mise en place de la HR. Ce 
modèle étend l’hypothèse d’un régulateur négatif spécifique de la mort cellulaire associée à 
la HR à un rôle de régulateur négatif de la mort cellulaire en général pour VAD1, en tout cas 
de la mort cellulaire ROS-dépendante, dans l’hypothèse considérée. En faveur de cette 
hypothèse, des données obtenues in silico et par l’utilisation du gène rapporteur GUS 
fusionné au promoteur de VAD1 semblent indiquer que VAD1 serait exprimé au cours de la 
sénescence des cotylédons et des feuilles, et également au niveau de tissus vasculaires, où 
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des mécanismes de mort cellulaire et la production de ROS sont observés. Il est donc 
possible que VAD1 joue un rôle général dans des mécanismes de mort cellulaire. 
III.3. Mutation de type eds pour la lignée vad1/svd118 ? 
L’une des lignées testée génétiquement, la lignée vad1/svd118, présente un phénotype 
développemental similaire à la lignée parentale sauvage Ws-4. L’analyse de cette lignée 
démontre qu’elle est toujours capable d’induire la mise en place de la HR, associée à la 
restriction de la croissance de la bactérie avirulente PstDC3000/AvrRpm1 comparable à 
celle du parent sauvage Ws-4. Cependant, seule la souche avirulente PstDC3000/AvrRpm1 
a été testée et il serait nécessaire de tester d’autres souches avirulentes. D’autre part, 
l’analyse de la réponse de cette lignée à la bactérie virulente PstDC3000 démontre une 
augmentation de la sensibilité en comparaison avec le parent sauvage Ws-4. Il semble donc 
que cette lignée soit affectée spécifiquement dans la résistance contre des agents 
pathogènes virulents. Ces résultats permettent de penser que cette mutation pourraient 
affecter une composante impliquée dans la mise en place de la résistance basale, résistance 
mise en place par des agents pathogènes virulents et permettant de limiter le 
développement des symptômes de maladie. Des exemples d’identification et de 
caractérisation de tels mutants, affectés spécifiquement dans la résistance à des agents 
pathogènes virulents, mais toujours capable d’activer la HR, sont disponibles dans la 
littérature. En effet, les mutants de type eds (pour Enhanced Disease Susceptibility) sont des 
mutants présentant une augmentation de la sensibilité à la souche virulente Pseudomonas 
syringae pv. maculicola (Psm) ES4326, et ceux-ci sont toujours capables de développer une 
HR et de restreindre la croissance de la souche avirulente PsmES4326/AvrRpt2 (Glazebrook 
et al., 1996  ; Rogers et Ausubel, 1997  ; Volko et al., 1998). La mutation svd118 pourrait 
donc être une mutation de type eds, ces mutations affectant la mort cellulaire. Des 
croisements entre des mutants LMM et des mutants eds, comme eds1, eds5 (sid1) ou eds16 
(sid2) (Clarke et al., 2001  ; Rusterucci et al., 2001  ; Lorrain et al., 2004) ont permis de 
démontrer l’implication de ces composantes EDS dans la mise en place de la mort cellulaire. 
Des expériences d’épistasie ont été réalisées entre la mutation vad1 et la mutation eds1, 
mutation affectant une composante des voies précoces de signalisation (Parker et al., 1996). 
Les résultats obtenus sur le double mutant vad1/eds1 démontre une modification des 
phénotype associés à la mutation vad1, le double mutant présente un fort retard dans 
l’apparition des lésions et dans l’accumulation des marqueurs de défense, et présente une 
taille intermédiaire entre le parent vad1 et le parent sauvage Ws-4 (Lorrain et al., 2004), 
phénotypes qui sont différents de la lignée vad1/svd118. Il est donc peu probable que la 
mutation svd118 soit un allèle de la mutation eds1. Les mutants eds sont aussi affectés dans 
l’expression du marqueur de défense PR-1 au cours d’une inoculation. De manière à affirmer 
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ou infirmer l’hypothèse d’une mutation de type eds, il sera nécessaire d’une part, de 
déterminer l’accumulation des transcrits correspondant au gène PR-1 au cours d’une 
interaction compatible chez la lignée svd118, et d’autre part, de réaliser des tests d’allélisme 
avec les différents mutants eds disponibles.  
III.4. Modification de la spécificité tissulaire des lésions 
Différents groupes de suppresseurs de la mutation vad1 ont été identifiés. Un premier 
groupe est constitué de mutants développant spontanément des lésions, mais de manière 
différente du mutant vad1. La spécificité tissulaire, la nature ainsi que l’intensité des lésions 
sont différentes. Le mutant vad1 développe des lésions tissus-spécifiques au niveau des 
tissus péri-vasculaires. Certaines de ces lignées pourraient être affectées dans des 
composantes associées avec la mise en place des lésions au niveau de ces tissus péri-
vasculaires. Ces composantes pourraient être des régulateurs positifs de la PCD au niveau 
de ces tissus. Ainsi, lorsqu’elles sont absentes, la mort cellulaire n’est plus activée au niveau 
de ces tissus au moment où elle est activée chez le mutant vad1. Ceci pourrait expliquer la 
mort cellulaire plus tardive chez les doubles mutants vad1/svd, et la mise en place de cette 
mort cellulaire dans d’autres tissus.  
III.5. Découplage entre mort cellulaire et phénotype 
développemental 
Le mutant vad1 développe spontanément des lésions de type HR et présente une 
modification du phénotype au cours du développement en comparaison avec le parent 
sauvage Ws-4. Or, plusieurs suppresseurs de la mutation vad1 identifiés au cours de la 
thèse ne présentent pas d’apparition spontanée de lésions mais présentent toujours une 
modification du phénotype au cours du développement. Ceci indique qu’un découplage entre 
l’apparition de la mort cellulaire et le phénotype développemental observés chez le mutant 
vad1 peut exister. Ces mutants sont potentiellement intéressants car ils permettent de 
penser que les gènes affectés chez ces mutants codent des protéines qui pourraient être 
des régulateurs positifs spécifiques de la mise en place de la mort cellulaire, ou pourraient 
être des acteurs participant directement au processus de la mise en place de la mort 
cellulaire. Il sera nécessaire de déterminer si ces mutants sont toujours capables de mettre 
en place la mort cellulaire lors d’une inoculation avec un agent pathogène avirulent, et 
également de déterminer si d’autres mécanismes de mort cellulaire liés au développement 
sont affectés chez ces mutants. De plus, l’identification de tels mutants indique que le gène 
VAD1 contrôle d’une part la mise en place de la mort cellulaire, et d’autre part des 
mécanismes liés au développement. 
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Une autre hypothèse peut être émise : la perturbation des voies de signalisation 
conduisant à la HR et à la résistance, notamment la surproduction de certaines hormones, 
se traduit par une modification du phénotype développemental des plantes. En effet, par 
exemple, la surproduction de l’ET ou l’activation constitutive de la voie ET induit des 
modifications du phénotype des plantes, observées entre autres chez les mutants eto2 et 
ctr1 (Kieber et al., 1993  ; Chae et al., 2003). Le mutant vad1 présentant une accumulation 
constitutive des hormones ET et SA, l’hypothèse d’un régulateur négatif de ces voies a été 
émise. L’identification de ces mutants, présentant une altération dans leur développement 
mais ne présentant pas de lésion, pourrait suggérer que VAD1 contrôle indépendamment la 
mort cellulaire et des voies de signalisation. Ces voies de signalisation pourraient être 
activées chez les doubles mutants vad1/svd ce qui se traduirait par une altération de leur 
développement, sans pour autant qu’ils développent des lésions. L’analyse de l’activation de 
ces voies dans les mutants permettra de répondre à cette question.  
IV. Modèle général d’action de VAD1 dans les voies 
contrôlant la mort cellulaire associée à la HR 
VAD1 semble donc être un régulateur négatif général des voies de l’acide salicylique 
(SA), de l’éthylène (ET) et aussi des jasmonates (JA). De plus, les phénotypes de vad1 sont 
dépendants de ces trois voies, et il a été démontré que VAD1 jouait un rôle de régulateur 
négatif en amont de la production des molécules SA et ET. L’analyse du contrôle de 
l’expression de VAD1 démontre que son expression est induite par un traitement avec les 
molécules de signalisation SA et ET, est aussi induite par une inoculation avec un agent 
pathogène avirulent et des résultats préliminaires semblent indiquer que son expression est 
aussi induite par JA. Il est donc possible d’émettre l’hypothèse que lors d’une interaction 
avec un agent pathogène avirulent, les molécules SA, ET et JA sont produites et vont induire 
l’expression de VAD1 qui en réponse va inhiber la production de ces trois molécules. Ces 
trois molécules étant impliquées dans la mise en place de la mort cellulaire associée à la 
HR, SA et ET ayant un rôle positif sur la propagation de cette PCD, et JA un rôle négatif, 
cela suggère l’existence d’une boucle de rétrocontrôle négatif assurée par VAD1. De plus, le 
mutant vad1 produit des ROS au moment de l’apparition des lésions. VAD1 pourrait être un 
régulateur négatif de la production des ROS ou pourrait être une protéine impliquée dans un 
complexe régulant la détoxification des ROS (cf I.2.). Cependant, l’induction de l’expression 
de VAD1 par les ROS et le NO n’ayant pas été testé, et des études génétiques n’ayant pas 
été réalisées avec des mutants affectés dans la production de ces molécules, les 
interactions entre VAD1 et les ROS/NO restent encore une énigme. Un modèle de l’action de 
VAD1 dans la régulation de la HR et de la résistance est proposé sur la figure 48. 
DISCUSSION/PERSPECTIVES 
SA ET JA
EIN2
CTR1
ETO2
EIN4
EIN3, ERF1
SID1, SID2
NPR1
PDF1-2
PR4
PDF1-2
VSP
VAD1
?
PR1
PCD
?
COI1
JAR1
AtBI1
VAD1
VPE
?
?
ROS/NO
AtMYB30
?
?
?
?
Figure 48 : Modèle général de l’action de VAD1 dans les voies de signalisation conduisant à la 
HR et à la résistance, et de son rôle putatif sur le contrôle de composantes contrôlant la mort 
cellulaire.
Les études génétiques et de l’expression de VAD1 démontrent que VAD1 agit comme un régulateur 
négatif général des voies de signalisation conduisant à la HR et à la résistance. Du fait de la production 
de ROS chez le mutant vad1 lors du développement des lésions, il est possible que VAD1 contrôle la 
production et/ou la détoxification de l’effet des ROS, et son expression pourrait être induite par la  
production des ROS. L’hypothèse d’un découplage entre la mort cellulaire et l’activation des voies de 
signalisation suggère que VAD1 pourrait également contrôler négativement directement des régulateurs 
positifs de la mort cellulaire, ou pourrait contrôler positivement des régulateurs négatifs de la mort 
cellulaire.
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L’identification de mutants suppresseurs de la mutation vad1 s’est révélée fructueuse et a 
permis de démontrer que plusieurs classes de suppresseurs existaient. Il apparaît au travers 
des études préliminaires que certains doubles mutants vad1/svd présentent un découplage 
entre la mise en place de la mort cellulaire et le phénotype développemental. Il a été émis 
l’hypothèse que VAD1 pourrait contrôler des composantes associées à la mise en place de 
la mort cellulaire, et non spécifiquement à la régulation des voies de signalisation conduisant 
à la HR et à la résistance (cf III.5). Dans ce cas, VAD1 pourraient avoir un rôle direct ou 
indirect de régulateur négatif sur certains régulateurs positifs de la PCD connus, comme 
AtMYB30 ou encore les VPE, ou inconnus, ou pourrait avoir un rôle direct ou indirect sur des 
régulateurs négatifs de la PCD connus, comme AtBI, ou inconnus. 
 
En conclusion, les résultats obtenus indiquent que VAD1 est impliqué dans la régulation 
de la mort cellulaire au cours de la HR (et plus particulièrement sa limitation), ou plus 
largement à la régulation de mécanismes généraux relatifs au contrôle de la mort cellulaire. Il 
apparaît de plus que VAD1 est un régulateur général des voies de signalisation SA, ET et 
JA, et semble jouer un rôle au sein d’une boucle de rétrocontrôle permettant la régulation 
fine de la résistance de la plante en réponse à une invasion par des agents pathogènes. Ces 
travaux suggèrent en outre de nouvelles hypothèses quant à la fonction de la protéine VAD1. 
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I. Matériel biologique 
I.1. Matériel végétal 
Les plantes d’Arabidopsis thaliana dans les fonds génétiques Ws-4 (Wassilewskaija) et 
Col-0 (Columbia) sont utilisées dans les expériences. Les graines sont vernalisées et 
stérilisées comme décrit par Balagué et col. (Balagué et al., 2003) puis semées sur milieu 
MS (Murashige et Skoog) (Murashige et Skoog, 1962) sous une durée d’éclairage de 16 
heures (71 µmol.m-2.s-1). Les plantules sont ensuite transplantées en pots « Jiffy » et sont 
cultivées dans des conditions contrôlées (21°C, 70% d’humidité, 8 heures de lumière, 
intensité d’éclairage de 192 µmol.m-2.s-1). La plupart des expériences sont réalisées avec 
des plantes âgées entre 4 et 6 semaines. Dans ces conditions de culture, les lésions 
apparaissent chez le mutant vad1 21 jours après repiquage. Les mutants utilisés proviennent 
du « Nottingham Arabidopsis sotck center » (Royaume-Uni) à l’exception de la lignée 
35S::ERF1 fournie par R. Solano (Madrid, Espagne). 
Pour les expériences d’expression transitoire, des plantes de Nicotiana benthamiana sont 
utilisées et cultivées sur terreau dans des conditions contrôlées (20°C, 70% d’humidité, 16 
heures de lumière, 71 µmol.m-2.s-1).  
I.2. Souches bactériennes et préparation des solutions 
bactériennes 
Les souches virulentes et avirulentes de la bactérie Pseudomonas syringae pv tomato 
DC3000 (PstDC3000) sont cultivées 3 jours à 28°C sur milieu King B (King et al., 1954)  
additionné des antibiotiques adaptés (Rifampicyne à 50 µg.mL-1 pour PstDC3000, 
Rifampicyne à 50 µg.mL-1 et Tetracycline à 10 µg.mL-1 pour PstDC3000/avrRpm1). 20 mL de 
King B liquide contenant les mêmes antibiotiques sont ensuite ensemencés à partir de ces 
cultures et incubés 12 heures à 28°C sous agitation (200 tours.min-1). Après centrifugation 
de cette culture (2 mL) à 4000 rpm (rotations par minute), les culots sont rincés à l’eau 
stérile. La densité optique à 600 nm est déterminée et les bactéries sont diluées à la 
concentration voulue et indiquée dans la légende des différentes figures (0,1 DO correspond 
à une quantité de bactéries égale à 108 cfu.mL-1 (cfu : colonies forming unit)). 
II. Traitements et analyses biologiques 
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II.1. Inoculations bactériennes, analyses phénotypiques et 
détermination de la croissance bactérienne in planta 
Conditions d’inoculations pour les observations phénotypiques et les analyses 
d’expression de gènes 
Les inoculations sont réalisées sur des plantes âgées de 4 ou 5 semaines. Les plantes 
sont placées au préalable 14 heures avant inoculation dans des conditions de forte 
hygrométrie. L’inoculation est réalisée à l’aide d’une seringue sans aiguille en faisant 
pénétrer la suspension bactérienne par capillarité sur la face inférieure de la feuille. Afin 
d’observer les symptômes développés au cours de l’interaction, les inoculations sont 
réalisées sur le tiers de la feuille ou de la demi feuille. Dans le cas de prélèvements réalisés 
sur ces plantes pour des expériences de Q-RT-PCR, la totalité de la feuille est infiltrée. 
Protocole de mesure de la croissance bactérienne in planta 
La mesure de la croissance bactérienne in planta est déterminée en utilisant 4 disques 
foliaires par échantillon prélevés à l’aide d’un emporte pièce. Au temps 0 de l’expérience, 
ces disques sont obtenus sur des feuilles lavées à l’éthanol 70% puis rincées 2 fois dans de 
l’eau. Pour chaque écotype, mutant, ou double mutant, 3 plantes sont utilisées. Ces disques 
sont broyés 2 fois 30 secondes à l’aide du broyeur MasterMill MM300 (Retsch). 1 mL d’eau 
est ensuite ajouté au broyat et 100 µL de cette solution sont déposés sur les boîtes de Pétri. 
Le nombre de cfu est ensuite compté après 2 jours d’incubation à 28°C. Chaque dépôt est 
réalisé en 2 répliques. Pour le temps 3 jours, les 4 disques foliaires sont directement 
prélevés sans lavage sur les feuilles de la plante puis le même protocole est appliqué pour 
obtenir la solution bactérienne. A partir de cette solution, des dilutions décimales sont 
réalisées dans 90 µL d’eau et 5 µL de chaque dilution (de 10-1 à 10-4) sont déposés 3 fois. 
Pour chaque écotype, mutant, ou double mutant, 5 plantes sont utilisées. Les boîtes sont 
placées entre 1 et 2 jours à 28°C et les cfu sur chaque dépôt sont comptées. 
II.2. Traitement des plantes et détermination de la production 
d’éthylène 
Les graines sont stérilisées, semées dans des boîtes de Pétri contenant du milieu MS, et 
cultivées sous une période lumineuse de 16 heures (192 µmol.m-2.s-1) à 21°C. Dix jours 
après le semis, 100 µM d’ACC (1-aminocylopropane 1-carboxylic acid, Sigma-Aldrich) ou de 
l’eau sont ajoutés dans les boîtes de Pétri. Dix plantules sont prélevées au hasard et 
congelées dans l’azote liquide aux temps indiqués. 
Les traitements à l’éthylène sont réalisés dans des bocaux en verre de 3 litres contenant 
dix plantes et l’éthylène à des concentrations finales de 5, 20 et 80 µL.L-1 est injecté à travers 
un septum à l’aide d’une seringue munie d’une aiguille. Les mêmes conditions sont utilisées 
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Nom de 
l’oligonucléotide Séquence Utilisation
R47916 5’-GCAACTTGTGAAGTAGCACC-3’ Criblage de la mutation vad1
DJRRBF 5’-TGATGGATGGTGGGAATATGG-3’ Criblage de la mutation vad1
RB-1 5’-CCAGACTGAATGCCCACAGGCCGTC-3’ Criblage de la mutation vad1
Fein3 5’-AGGCAGTCTCAAGAGCAAGC-3’ Criblage du mutant ein3
Rein3 5’-CATTCATCAGAAGCGAGCAA-3’ Criblage du mutant ein3
Ein2-2902 5’-GCTGGTGGTTTGAGATGGAA-3’ Criblage du mutant ein2
Rein2SRmis 5’-TTTACATCAGAGTCTTCCTTCAGACT-3’ Criblage du mutant ein2
F46011Bam 5’-CGGGATCCATGGGCCAAGAAAGTGAGAG-3’ Clonage du gène VAD1
Rc1935Not
5’-
AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTACTGTTTGTTG
CGGCG-3’ 
Clonage du gène VAD1
RendNot
5’-
AAGGAAAAAAGCGGCCGCCTGTTTGTTGCG
GCGGAG-3’ 
Clonage du gène VAD1
F45030Bam 5’- CGGGATCCGTATGTGTCTCTAACCACC-3’ Clonage du gène VAD1
F45030Hind 5’- CCCAAGCTTGTATGTGTCTCTAACCACC-3’ Clonage du promoteur du gène VAD1
R46010Kpn
5’-
CGGGGTACCTTCTTACCCTTGTATTCAATTT
G-3’ 
Clonage du promoteur du gène VAD1
Fc1311 5’-AGACTCGGTAGAAGGTTGTA-3’ Vérification de la présence des constructions pour la surexpression
Rc1935 5’-TTACTGTTTGTTGCGGCGGA-3’ Vérification de la présence des constructions pour la surexpression
35Sp 5’-ATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA-3’ Vérification de la présence des constructions pour la surexpression
Rc864 5’-GTTTGTTGCGTGGACTGCT-3’ Vérification de la présence des constructions pour la surexpression
Fc1696 5’-CAGGTGACGATAGTGGTGCT-3’ Vérification de la présence des constructions pour la surexpression
RmGFP6 5’-TGGTGTTTGTATAGTTCATC-3’ Vérification de la présence des constructions pour la surexpression
FmGFP6 5’-ATGAGTAAAGGAGAAGAAC-3’ Vérification de la présence des constructions pour la surexpression
Tableau 6 : Oligonucléotides utilisés pour le criblage des mutants, les différents 
clonages et la vérification de la présence des constructions chez Arabidopsis.
 139
pour le traitement au 1-MCP (1-méthyl cyclopropène, 1 µL.L-1). Toutes les expériences sont 
réalisées en duplica. Des prélèvements de matériel végétal sont réalisés sur ces plantes et 
congelés dans l’azote liquide aux temps indiqués. 
La production d’éthylène chez des plantes adultes est mesurée après 8 heures 
d’incubation dans des bocaux en verre de 250 mL fermés hermétiquement. Les plantes 
utilisées sont prélevées 3 jours après l’apparition des lésions chez le mutant vad1-1. Les 
valeurs moyennes sont obtenues à partir de quatre expériences indépendantes et les barres 
d’erreur correspondantes sont mentionnées. Un volume gazeux (2x1 mL) est ensuite prélevé 
à la seringue et analysé en chromatographie en phase gazeuse. 
II.3. Génération des doubles mutants 
La sélection des doubles mutants entre les différents mutants des voies de signalisation 
et vad1-1 (donneur de pollen) est réalisée en confirmant la présence de l’ADN-T (confère la 
résistance à la Kanamycine) à l’origine de la mutation vad1-1 par sélection sur milieu sélectif 
(MS) contenant 50 µg.L-1 de Kanamycine. Pour tous les doubles mutants (mutants 
homozygotes pour la mutation), la génération F1 est autofécondée et les plantes de la 
génération M2 sont soumises à une analyse de ségrégation et génotypées pour les 
mutations d’intérêt. 
Les plantes homozygotes vad1-1 sont sélectionnées par PCR en utilisant un 
oligonucléotide (Tableau 6) sur la bordure droite de l’ADN-T (notée RB-1 : 5’-
CCAGACTGAATGCCCACAGGCCGTC-3’) et une amorce dans le gène VAD1 (amorce : 
DJR-RBF : 5’-TGATGGATGGTGGGAATATGG-3’). L'homozygotie pour la mutation est 
confirmée par l’absence d’une amplification PCR en utilisant l’amorce DJR-RBF et une 
amorce sur le gène VAD1 située en aval du site d’insertion de l’ADN-T (R47916 : 5’-
GCAACTTGTGAAGTAGCACC-3’) (Lorrain, 2004). 
Les mutations ein2-1 et ein3-1 (Nandi et al., 2003 ; Wubben et al., 2004) sont 
sélectionnées par détection de CAPS (pour Cleaved Amplified Polymorphism Sequence). 
Les couples d’oligonucléotides 5’-GCTGGTGGTTTGAGATGGAA-3’ (Ein2-2902) et 5’-
TTTACATCAGAGTCTTCCTTCAGACT-3’ (Rein2SRmis) ont été utilisés pour ein2-1, cette 
mutation créant une site de restriction pour l’enzyme AflII, et 5’-
AGGCAGTCTCAAGAGCAAGC-3’ (Fein3) et 5’-CATTCATCAGAAGCGAGCAA-3’ (Rein3) 
pour ein3-1, la mutation créant un site de restriction pour l’enzyme BstEII. Les doubles 
mutants homozygotes pour ein2-1 sont facilement sélectionnées : ils présentent une bande 
sur gel d’agarose après digestion par AflII de 397 paires de bases (pb), alors que les plantes 
sauvages présentent une bande de 431 pb et les plantes hétérozygotes présentent 2 
bandes. De même, les plantes homozygotes pour la mutation ein3-1 présentent 2 bandes 
après digestion et migration sur gel d’agarose, alors que les plantes sauvages présentent 1 
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seule bande et les plantes hétérozygotes présentent 3 bandes. Les conditions de PCR 
utilisées sont les suivantes : 95°C pendant 5 min, puis 35 cycles de 95°C pendant 15 s, 58°C 
pendant 30 s et 72°C pendant 1 min. Les doubles mutants vad1-1/ein4-1 sont sélectionnés 
sur milieu MS contenant 50 µg.L-1 de Kanamycine et 50 µM d’ACC (Sigma-Aldrich), 
précurseur de l’éthylène. Le mutant ein4-1 étant insensible à l’éthylène, les plantes sont 
cultivées en absence de lumière et les plantes ne montrant pas de triple réponse sont 
sélectionnées. Les mutations eto2-1, ctr1-1 et 35S::ERF1 ont été sélectionnées sur la triple 
réponse constitutive conférée par ces mutations en absence de lumière (Kieber et al., 
1993) ; (Solano et al., 1998). La mutation jar1-1 a été sélectionnée sur la base d’une 
absence d’inhibition de la croissance racinaire en réponse à une application de MeJA 
(Méthyl Jasmonate, Sigma-Aldrich) en semant les graines sur un milieu sélectif (MS) 
contenant 50 µM de MeJA (Staswick et al., 1992). 
II.4. Mutagenèse EMS 
Cette mutagenèse a été réalisée en traitant environ 1 g de graines du mutant vad1-1 
(50000 graines) avec la molécule EMS (Ethyl Methyl Sulfonate). Ces graines sont placées 
dans 100 mL d’eau déionisée et l’EMS (Sigma-Aldrich) est ajouté à une concentration finale 
de 0,3% (v/v) et agitées pendant 15 heures. La solution est ensuite enlevée et les graines 
rincées 10 fois à l’eau déionisée. Les graines sont ensuite mises en suspension dans une 
solution d’eau contenant de l’Agar (0,15%) et la totalité des graines est semée dans 9 bacs 
contenant du terreau. Après 4 jours à 4°C, les bacs sont transférés dans la serre, et les 
graines issues des plantes sont récoltées et groupées par bac, ce qui représente 9 groupes 
de graines. 
Pour chaque rétrocroisement, chaque plante sélectionnée en génération M2 est croisée 
avec le mutant vad1-1 (donneur de pollen), les graines obtenues (M1) sont sélectionnées sur 
milieu MS contenant de la kanamycine (50 µg.L-1), autofécondées et les phénotypes 
d’intérêt sont observés au niveau de la génération M2.  
 
III. Techniques de biologie moléculaire 
III.1. Extraction d’ADN à partir de feuilles d’Arabidopsis 
Les extractions d’ADN pour le génotypage des plantes ont été réalisées à partir d’environ 
100 mg de matériel végétal. Après broyage dans l’azote liquide, 400 µL de tampon 
d’extraction (Tris HCL pH 8 200 mM, Nacl 250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5%) sont ajoutés, 
les tubes sont vortexés 5 secondes puis centrifugés 1 minute à 13000 g. Le surnageant (300 
µL) est prélevé et transvasé dans de l’isopropanol (300 µL) puis centrifugés 5 minutes à 
MATERIEL ET METHODES 
Nom du 
gène Espèce 
Nom du couple 
d’oligonucléotides Oligonucléotide 1 (sens) Oligonucléotide 2 (antisens)
β-tubulin4 Arabidopsis TK101/TK102
5’-
GGAGCTACGCAGAACAACTAA
GA-3’
5’-
CCCACGAGGATCATAGTTGCA
ACTGA-3’
PR1 Arabidopsis TK87/TK88 5’-TCATGGCTAAGTTTGCTTCC-3’
5’-
AATACACACGATTTAGCACC-3’
PDF1-2 Arabidopsis TK93/TK94
5’-
GGTTGGAATATGGTAGTGCTG
T-3’
5’-
CTGAACGGATGAAGGTGGAA-
3’
VAD1 Arabidopsis Fc656/Rc864 5’-CTTCCCTTCAACGAGAACGA-3’
5’-GTTTGTTGCGTGGACTGCT-
3’
ERF1 Arabidopsis FERF/RERF 5’-ACGTTCTCAACCGCCTACAG-3’ 5’-CGGACTCGCTCTCTGGTG-3’
EIN2 Arabidopsis Fein2CB/Rein2CB
5’-
ACATAAACCAACTTCAAATATC
TGTCA-3’
5’-
CATATTCATCCATCGTCTTGCT-
3’
ACO1 Arabidopsis FACO1.1/RACO1.1
5’-
TCTTAAAGATGGTGACTGGATT
GA-3’
5’-
GCACACTCTTATACTTCCCGTT
G-3’
ACO2 Arabidopsis FACO2/RACO2 5’-CGTCATCATGGTTCGTCCA-3’
5’-
CCACCTCCAAACACCATGAGAT
-3’
WRKY70 Arabidopsis NJ177/NJ178 5’-GCTTTCCTTTTGCCTACTCCT-3’
5’-
GCAGAGCTGATTCCGTGATT-3’
PR4 Arabidopsis NJ018/NJ019
5’-
TTGCTCCACGTGGGATGCTGA
T-3’
5’-
AGCTCATTGCCACAGTCGACA
A-3’
MYC2 Arabidopsis FMYC2/RMYC2
5’-
AGATAAAGCAAACCCGAGACG-
3’
5’-TGATCCGCCGGAGTAGAA-3’
AtrbohD Arabidopsis AtRbohD141/AtRbohD415
5’-
CGATGAAAATGAGACGAGGCA-
3’
5’-
TCGTCGGCGAATCTTGCGTT-3’
ICS1 Arabidopsis TK36/NJ138
5’-
GCCGTCTCTGAACTCAAATCTC
AA-3’
5’-
CTCCAATCGTCATGAGAGGAA-
3’
HSR203J Nicotiana benthamiana Fhsr203N/RhsrN
5’-
GCCATGCTGATTGGTTCATGT-
3’
5’-
GAGCTGTCTCCGATGAGGAAT-
3’
EF1α Nicotiana benthamiana FefN/RefN
5’-
GCTGCTGCAACAAGATGGATG-
3’
5’-
CGAGCATGTTGTCACCTTCCA-
3’
Tableau 7 : Oligonucléotides utilisés aux cours des différentes expériences de Q-RT-PCR.
Sont indiqués : le nom correspondant au gène, l’espèce chez qui ces oligonucléotides ont été 
utilisés, le nom et la séquence des différents oligonucléotides. L’oligonucléotide 1 correspondant 
au 1er nom du couple utilisé.
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13000 g. Le culot est séché et repris dans 100 µL d’eau. Pour les PCR, 1 µL de cette 
solution est utilisé. 
III.2. Extraction des ARN totaux des feuilles 
Toutes les extractions d’ARN ont été réalisées à l’aide du Kit Nucleospin RNA II 
(Macheray-Nagel) selon les indications du fournisseur. 
III.3. Amplification des acides nucléiques 
III.3.1. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
Toutes les PCR ont été réalisées sur un appareil MasterCycler Gradient (Eppendorf) en 
utilisant une polymérase du fournisseur Invitrogen (Taq DNA polymerase) ou une 
polymérase du fournisseur Promega (GoTaq) selon les instructions des fournisseurs pour les 
expériences de génotypage. Pour le clonage du fragment génomique de VAD1, une 
polymérase « fidèle » Pfx (Invitrogen) a été utilisée. 
III.3.2. Transcription inverse 
La transcription inverse est réalisée à partir de 1,5 µg d’ARN dans un volume final de 20 
µL à l’aide du kit « Superscript II RNAse H » (Invitrogen) selon les instructions du 
fournisseur. 
III.3.3. PCR quantitative 
La PCR quantitative en temps réel est réalisé à l’aide du kit « LightCycler FastStart DNA 
master SYBR Green I » (Roche, France) sur 1 µL ADNc dilués 10 fois en utilisant l’appareil 
Light Cycler (Roche, France). Pour chaque PCR, 3 ou 4 échantillons de « gamme » sont 
ajoutés qui consistent en des dilutions successives d’un mélange d’ADNc provenant des 
différents échantillons de l’expérience. Les oligonucléotides utilisés sont disponibles dans le 
tableau 7. Les valeurs obtenues sont normalisées avec les valeurs obtenues pour la β-
tubuline 4, considéré comme gène de ménage.  
III.4. Obtention des différentes constructions et souches 
bactériennes 
Afin de réaliser l’effet de la surexpression de VAD1 in planta chez Arabidopsis, différentes 
constructions ont été générées à partir du fragment génomique de VAD1. A partir du clone 
BAC (pour Bacterial Artificial Chromosome) T7I23 obtenu auprès de la banque TAMU 
(Texas A&M University), contenant la séquence codante de VAD1, une réaction de PCR a 
été réalisée avec une polymérase du fournisseur Invitrogen (Pfx) selon les instructions du 
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pENTR4
Vecteur d’entréeKanR
VAD1
(fragment génomique avec ou 
sans son propre promoteur)
attL1
attL2
BamHIpUC origin
Not I
Vecteur de destination (pMDC)
Réaction LR ®
pMDC32-VAD1
KanR
HygR
attB1
attB2
RB
LB
2X35S
pBR322 origin
VAD1
pMDC85-VAD1
KanR
HygR
attB1
attB2
RB
LB
2X35S
pBR322 origin
VAD1
GFP
pMDC44-VAD1
KanR
HygR
attB1
attB2
RB
LB
2X35S
pBR322 origin
VAD1 GFP
pMDC99-VAD1
KanR
HygR
attB1
attB2
RB
LB
proVAD1
pBR322 origin
VAD1
pMDC110-VAD1
KanR
HygR
attB1
attB2
RB
LB
proVAD1
pBR322 origin
VAD1
GFP
pMDC44PV-VAD1
KanR
HygR
attB1
attB2
RB
LB
proVAD1
pBR322 origin
VAD1 GFP
Localisation avec la 
GFP fusionnée en C-
terminal
Localisation avec la 
GFP fusionnée en N-
terminal
Surexpression
(pas de GFP)
Expression de 
VAD1 contrôlée 
par un double 
promoteur 35S
(2x35S)
Expression de VAD1
contrôlée par son 
propre promoteur
(proVAD1)
Vecteurs utilisés pour les transformations (binaires)
Figure 49 : Vecteurs utilisés pour les transformations des plantes.
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fournisseur avec les oligonucléotides (Tableau 6) F46011Bam (5’-
CGGGATCCATGGGCCAAGAAAGTGAGAG-3’) et Rc1935Not (5’-
AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTACTGTTTGTTGCGGCG-3’, possède le codon stop) ou 
RendNot (5’-AAGGAAAAAAGCGGCCGCCTGTTTGTTGCGGCGGAG-3’, ne possède pas le 
codon stop). Les bases apparaissant en gras sont les sites de coupure pour les enzymes 
BamHI (F46011Bam) et NotI (Rc1935Not et RendNot). Les fragments obtenus avec les 
couples F46011Bam/Rc1935Not et F46011Bam/RendNot ont été purifiés et ont été soumis à 
une coupure par les enzymes de restriction BamHI et NotI (Invitrogen) pendant 3h à 37°C. 
Les fragments digérés ont ensuite été purifiés puis ligués dans le vecteur pENTR4 
(Invitrogen, vecteur d’entrée), préalablement digéré avec les enzymes BamHI et NotI (2h à 
37°C). A partir de ces deux ligations, des cellules thermocompétentes d’E. coli DH5α 
(Invitrogen) ont été transformées et les plasmides vérifiés par digestion enzymatique et par 
séquençage. Les vecteurs ainsi obtenus ont été soumis à une réaction LR ® (Invitrogen) 
selon les instructions du fournisseur avec des vecteurs binaires de destination obtenus 
auprès de « ABRC Stock Center » (Marks GatewayTM Vector Site, (Curtis et Grossniklaus, 
2003)) (Figure 49).  
Les clones issus de la PCR avec les oligonucléotides F46011Bam/Rc1935Not ont été 
soumis à une LR avec les vecteurs pMDC32 (contenant un double promoteur 35S) et 
pMDC44 (qui possède un double promoteur 35S et permet la fusion à la séquence codante 
de la GFP en 5’) (vecteurs de destination). Les clones issus de la PCR avec les 
oligonucléotides F46011Bam/RendNot ont été soumis à une réaction LR ® avec le vecteur 
pMDC85 (qui possède un double promoteur 35S et permet une fusion à la séquence 
codante de la GFP en 3’). Les produits de ces réactions LR ® ont ensuite été utilisés pour 
transformer des cellules d’E. coli thermocompétentes TOP10 (Invitrogen) et les clones 
positifs ont été vérifiés par restriction enzymatique et séquençage. 
Les mêmes procédures ont été utilisées pour amplifier le fragment génomique de VAD1 
fusionné à son promoteur en utilisant les oligonucléotides F45030Bam (5’- 
CGGGATCCGTATGTGTCTCTAACCACC-3’) et RendNot. Les produits issus de cette PCR 
ont été ligués dans le vecteur pENTR4, vérifiés et une réaction LR ® a été réalisée en 
utilisant le vecteur pMDC110 (vecteur qui permet une fusion à la séquence codante de la 
GFP en 3’). 
De manière à réaliser une fusion en 5’ entre la séquence codante de la GFP et VAD1, 
placée sous le contrôle de son propre promoteur, les séquences de VAD1 et de son 
promoteur ont été amplifiées séparément. Le fragment génomique de VAD1 a été amplifié 
avec les oligonucléotides (Tableau 7) F46011Bam/Rc1935Not, le promoteur avec les 
oligonucléotides F45030Hind (5’- CCCAAGCTTGTATGTGTCTCTAACCACC-3’) et 
R46010Kpn (5’- CGGGGTACCTTCTTACCCTTGTATTCAATTTG-3’). Les lettres en gras 
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représentent respectivement les sites de coupure pour les enzymes de restriction HindIII et 
KpnI (Invitrogen). Ces fragments ainsi que le vecteur pMDC44 ont été digérés avec ces deux 
enzymes et purifiés, puis après ligation des cellules d’E. coli électrocompétentes DB3.1 
(Invitrogen) ont été transformées. Les clones positifs ont été vérifiés par restriction 
enzymatique et séquençage. Ce vecteur obtenu a été renommé pMDC44PV et permet une 
fusion entre la séquence codante de la GFP et la partie 5’ du gène VAD1, placée sous le 
contrôle du promoteur de VAD1. A partir de ce vecteur et du fragment de VAD1, une réaction 
LR ® a été réalisée, des cellules TOP10 ont été transformées et les clones positifs ont été 
analysés par restriction enzymatique et séquençage.  
Il faut noter que l’ensemble des vecteurs utilisés ici, que ce soit le vecteur pENTR4 ou les 
vecteurs pMDC, confèrent aux souches bactériennes une résistance à la Kanamycine. La 
même résistance est donc conférée par le vecteur d’entrée et le vecteur de destination. C’est 
pourquoi à la fin de chaque réaction LR ® une digestion avec l’enzyme NruI (Invitrogen, 1h à 
37°C) a été réalisée dans le but d’éliminer les vecteurs pENTR4 contenant les différents 
fragments et de sélectionner les produits de la réaction LR ®. 
Les différents vecteurs binaires obtenus ont ensuite été introduits par choc thermique 
dans la souche d’Agrobacterium tumefaciens C58C1, 15 sec dans l’azote liquide et 5 min à 
37°C, ajout de 500 µL de LB (Luria Broth) et incubation 4h à 28°C puis étalement sur milieu 
solide contenant 50 µg.mL-1 de Kanamycine. 
III.5. Transformation et sélection des plantes transgéniques 
III.5.1. Transformation transitoire des plantes de Nicotiana 
benthamiana 
Les différentes souches d’Agrobacterium tumefaciens contenant les constructions 
d’intérêt et utilisées dans les expériences d’expression transitoire ont été étalées sur des 
boîtes de Pétri contenant du milieu LB solide supplémenté des antibiotiques adaptés 
(Tétracycline 5 µg.mL-1 et Kanamycine 50 µg.mL-1 pour les souches C58C1 contenant les 
constructions permettant la surexpression de VAD1, pour la souche contrôle contenant le 
gène GUS placé sous le contrôle d’un promoteur 35S et pour la souche contenant le 
transgène AvrRpt2 capable de déclencher la HR (Mudgett et Staskawicz, 1999) et incubées 
3 jours à 28°C. Les différentes souches ont été ensemencées dans du mileiu LB avec les 
antibiotiques correspondants puis placées sous agitation (200 tours.min-1) 48h à 28°C. Après 
centrifugation (15 min à 4000 rpm), le culot a été mis en suspension dans 2 mL d’une 
solution de MgCl2 à une concentration de 10 mM et la densité optique (600 nm) a été 
déterminée. Les solutions bactériennes ont été préparées dans une solution de MgCl2 à une 
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concentration de 10 mM pour obtenir une densité optique finale égale à 0,5. Dans chaque 
solution a été ajouté de l’acétosyringone de manière à activer la virulence des bactéries.  
III.5.2. Transformation stable des plantes d’Arabidopsis 
Les différentes souches d’Agrobacterium tumefaciens contenant les constructions 
utilisées pour les transformations stables et utilisées dans les expériences d’expression 
transitoire ont été étalées sur des boîtes de Pétri contenant du milieu LB solide supplémenté 
des antibiotiques adaptés (Tétracycline 5 µg.mL-1 et Kanamycine 50 µg.mL-1). Une préculture 
(5 mL) de préculture est utilisée pour ensemencer 250 mL de milieu LB (contenant les 
mêmes antibiotiques) et placés sous agitation (200 tours.min-1). Après 24h, une fois les 
cultures bactériennes ayant atteint une densité optique (600 nm) comprise entre 0,8 et 1, ces 
solutions bactériennes sont centrifugées 15 min à 4000 rpm et le culot bactérien est 
resuspendu dans 250 mL de milieu MS liquide contenant 50 g.L-1 de saccharose et 
contenant un agent mouillant (Sylwett S-77, 100 µL.L-1). Les fleurs des plantes d’Arabidopsis 
âgées d’environ 6 semaines ont ensuite été trempées dans cette solution bactérienne entre 
30 et 45 secondes, et les plantes ont été placées en chambre de culture jusqu’à la récolte 
des graines.  
III.5.3. Sélection des plantes transgéniques d’Arabidopsis 
Les vecteurs binaires utilisés pour la transformation des plantes (vecteurs pMDC) 
contiennent un gène conférant une résistance à l’hygromycine. Les graines en génération 
M1 issues des transformations ont été semées dans des boîtes de Pétri contenant du milieu 
MS additionné de 25 µg.mL-1 d’hygromycine, ont ensuite été placées 4 jours à 4°C puis 
transférées à 21°C à l’obscurité pendant 8 jours. Puis après 3 jours à la lumière, les 
plantules sont repiquées dans des pots « Jiffy » puis placées en chambre de culture. Les 
plantes repiquées ont été sélectionnées sur la base de l’absence d’une inhibition de 
l’étiolement dans l’obscurité. En effet, les plantes résistantes à l’hygromycine sont capables 
de s’étioler dans l’obscurité en présence d’hygromycine, alors que les plantes sensibles ne le 
sont pas. Les graines issues de ces plantes ont été ensuite semées et repiquées de la 
même façon en génération M2 et une analyse de la ségrégation a été réalisée. De l’ADN a 
été prélevé et la vérification de la présence des différentes constructions a été réalisée par 
PCR et séquençage. Différents couples d’oligonucléotides (Tableau 6) ont été utilisés pour 
vérifier la présence de l’ADN-T par PCR au sein des plantes : Fc1311/Rc1935 permettant de 
détecter la présence de la séquence codante de VAD1, 35Sp/Rc864 permettant de détecter 
la fusion du double promoteur 35S fusionné à la séquence codante de VAD1, 
Fc1696/RmGFP6 permettant de détecter la fusion entre la séquence codante de VAD1 et 
celle de la GFP fusionné en 3’, FmGFP6/RmGFP6 permettant de détecter la présence de la 
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séquence codante de la GFP, et FmGFP6/Rc864 permettant de détecter la fusion en 5’ de la 
séquence codante de la GFP avec celle de VAD1. L’ensemble des séquences des 
oligonucléotides est disponible dans le tableau 7. Les analyses préliminaires réalisées au 
cours de ce travail ont été réalisées sur ces plantes en génération M2, mais les résultats 
présentés ici devront être confirmés sur des plantes en génération M3. 
IV. Microscopie photonique et confocale 
Les images de microscopie à fluorescence présentées dans le chapitre I des résultats ont 
été obtenues en utilisant un microscope photonique (Axioplan 2, Zeiss) et un microscope 
confocal (Leica confocal SP2). Pour la microscopie photonique, la longueur d’onde 
d’excitation utilisée pour la GFP est de 475 nm (± 50 nm). Pour la microscopie confocale : 
488 nm (gaz Argon) pour la GFP, 561 nm (Diode) pour la RFP, 633 nm (gaz Helium Néon) 
pour révéler la chlorophylle (autofluorescence). 
MATERIEL ET METHODES 
 146
 
 
 
 
 
 
 
 
REFERENCES 
BIBLIOGRAPHIQUES 
 147
 
Aarts, N., Metz, M., Holub, E., Staskawicz, B.J., Daniels, M.J., et Parker, J.E. (1998). Different requirements 
for EDS1 and NDR1 by disease resistance genes define at least two R gene-mediated signaling pathways in 
Arabidopsis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 10306-10311. 
Abe, H., Urao, T., Ito, T., Seki, M., Shinozaki, K., et Yamaguchi-Shinozaki, K. (2003). Arabidopsis AtMYC2 
(bHLH) and AtMYB2 (MYB) function as transcriptional activators in abscisic acid signaling. Plant Cell 15, 63-
78. 
Abramovitch, R.B., Anderson, J.C., et Martin, G.B. (2006). Bacterial elicitation and evasion of plant innate 
immunity. Nat Rev Mol Cell Biol 7, 601-611. 
Abramovitch, R.B., Kim, Y.J., Chen, S., Dickman, M.B., et Martin, G.B. (2003). Pseudomonas type III 
effector AvrPtoB induces plant disease susceptibility by inhibition of host programmed cell death. Embo J 22, 
60-69. 
Alfano, J.R., et Collmer, A. (2004). Type III secretion system effector proteins: double agents in bacterial 
disease and plant defense. Annu Rev Phytopathol 42, 385-414. 
Allen, G.J., Kuchitsu, K., Chu, S.P., Murata, Y., et Schroeder, J.I. (1999). Arabidopsis abi1-1 and abi2-1 
phosphatase mutations reduce abscisic acid-induced cytoplasmic calcium rises in guard cells. Plant Cell 11, 
1785-1798. 
Alvarez, M.E. (2000). Salicylic acid in the machinery of hypersensitive cell death and disease resistance. Plant. 
Mol. Biol. 44, 429-442. 
Ameisen, J.C. (2002). On the origin, evolution, and nature of programmed cell death: a timeline of four billion 
years. Cell Death Differ 9, 367-393. 
Angot, A., Peeters, N., Lechner, E., Vailleau, F., Baud, C., Gentzbittel, L., Sartorel, E., Genschik, P., 
Boucher, C., et Genin, S. (2006). Ralstonia solanacearum requires F-box-like domain-containing type III 
effectors to promote disease on several host plants. Proc Natl Acad Sci U S A 103, 14620-14625. 
Antonsson, B., Montessuit, S., Sanchez, B., et Martinou, J.C. (2001). Bax is present as a high molecular 
weight oligomer/complex in the mitochondrial membrane of apoptotic cells. J Biol Chem 276, 11615-11623. 
Apel, K., et Hirt, H. (2004). Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and signal transduction. 
Annu Rev Plant Biol 55, 373-399. 
Asai, T., Stone, J.M., Heard, J.E., Kovtun, Y., Yorgey, P., Sheen, J., et Ausubel, F.M. (2000). Fumonisin B1-
induced cell death in arabidopsis protoplasts requires jasmonate-, ethylene-, and salicylate-dependent 
signaling pathways. Plant Cell 12, 1823-1836. 
Asai, T., Tena, G., Plotnikova, J., Willmann, M.R., Chiu, W.L., Gomez-Gomez, L., Boller, T., Ausubel, F.M., 
et Sheen, J. (2002). MAP kinase signalling cascade in Arabidopsis innate immunity. Nature 415, 977-983. 
Ashkenazi, A., et Dixit, V.M. (1999). Apoptosis control by death and decoy receptors. Curr Opin Cell Biol 11, 
255-260. 
Assmann, S., Snyder, J., et Lee, Y. (2000). ABA-deficient (aba1) and ABA-insensitive (abi1-1, abi1-2) mutants 
of Arabidopsis have a wild-type stomatal response to humidity. Plant Cell Environ 23. 
Atkinson, M.M., Midland, S.L., Sims, J.J., et Keen, N.T. (1996). Syringolide 1 Triggers Ca2+ Influx, K+ Efflux, 
and Extracellular Alkalization in Soybean Cells Carrying the Disease-Resistance Gene Rpg4. Plant Physiol 
112, 297-302. 
Atkinson, M.M., Keppler, L.D., Orlandi, E.W., Baker, C.J., et Mischke, C.F. (1990). Involvement of plasma 
membrane calcium influx in bacterial induction of the K+/H+ and hypersensitive responses in tobacco. Plant 
Physiol. 92, 215-221. 
Aviv, D.H., Rusterucci, C., Iii, B.F., Dietrich, R.A., Parker, J.E., et Dangl, J.L. (2002). Runaway cell death, 
but not basal disease resistance, in lsd1 is SA- and NIM1/NPR1-dependent. Plant J. 29, 381-391. 
Azevedo, C., Sadanandom, A., Kitagawa, K., Freialdenhoven, A., Shirasu, K., et Schulze-Lefert, P. (2002). 
The RAR1 interactor SGT1, an essential component of R gene-triggered disease resistance. Science 295, 
2073-2076. 
Azevedo, C., Betsuyaku, S., Peart, J., Takahashi, A., Noel, L., Sadanandom, A., Casais, C., Parker, J., et 
Shirasu, K. (2006). Role of SGT1 in resistance protein accumulation in plant immunity. Embo J 25, 2007-
2016. 
Baehrecke, E.H. (2002). How death shapes life during development. Nat Rev Mol Cell Biol 3, 779-787. 
Baehrecke, E.H. (2003). Autophagic programmed cell death in Drosophila. Cell Death Differ 10, 940-945. 
Balagué, C., Lin, B., Alcon, C., Flottes, G., Malmstrom, S., Kohler, C., Neuhaus, G., Pelletier, G., 
Gaymard, F., et Roby, D. (2003). HLM1, an essential signaling component in the hypersensitive response, is 
a member of the cyclic nucleotide-gated channel ion channel family. Plant Cell 15, 365-379. 
Barker, C.L., Baillie, B.K., Hammond-Kosack, K.E., Jones, J.D., et Jones, D.A. (2006). Dominant-negative 
interference with defence signalling by truncation mutations of the tomato Cf-9 disease resistance gene. Plant 
J 46, 385-399. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 148
Bechtold, N., Ellis, J., et Pelletier, G. (1993). In planta Agrobacterium mediated gene transfer by infiltration of 
adult Arabidopsis thaliana plants. C. R. Acad. Sci. Paris 316, 1194-1199. 
Belenghi, B., Romero-Puertas, M.C., Vercammen, D., Brackenier, A., Inze, D., Delledonne, M., et Van 
Breusegem, F. (2007). Metacaspase activity of Arabidopsis thaliana is regulated by S-nitrosylation of a 
critical cysteine residue. J Biol Chem 282, 1352-1358. 
Belkhadir, Y., Subramaniam, R., et Dangl, J.L. (2004). Plant disease resistance protein signaling: NBS-LRR 
proteins and their partners. Curr Opin Plant Biol 7, 391-399. 
Bendahmane, A., Kanyuka, K., et Baulcombe, D.C. (1999). The Rx gene from potato controls separate virus 
resistance and cell death responses. Plant Cell 11, 781-792. 
Bent, A.F., Innes, R.W., Ecker, J.R., et Staskawicz, B.J. (1992). Disease development in ethylene-insensitive 
Arabidopsis thaliana infected with virulent and avirulent Pseudomonas and Xanthomonas pathogens. Mol. 
Plant-Microbe Interact. 5, 372-378. 
Berrocal-Lobo, M., Molina, A., et Solano, R. (2002). Constitutive expression of ETHYLENE-RESPONSE-
FACTOR1 in Arabidopsis confers resistance to several necrotrophic fungi. Plant J 29, 23-32. 
Besson-Bard, A., Pugin, A., et Wendehenne, D. (2007). New Insights into Nitric Oxide Signaling in Plants. 
Annu Rev Plant Biol. 
Bialik, S., et Kimchi, A. (2006). The Death-Associated Protein Kinases: Structure, Function, and Beyond. Annu 
Rev Biochem. 
Boch, J., Verbsky, M.L., Robertson, T.L., Larkin, J.C., et Kunkel, B.N. (1998). Analysis of resistance gene-
mediated defense responses in Arabidopsis thaliana plants carrying a mutation in CPR5. Mol. Plant-Microbe 
Interact. 11, 1196-1206. 
Boller, T. (1991). Ethylene in pathogenesis and disease resistance. In The plant hormone ethylene., A.K. 
Mattoo et J.C. Suttle, eds (Boca Raton, Florida: CRC press Inc.), pp. 293-314. 
Bouchez, O., Huard, C., Lorrain, S., Roby, D., et Balague, C. (2007). Ethylene is one of the key elements for 
cell death and defense response control in the Arabidopsis lesion mimic mutant vad1. Plant Physiol 145, 465-
477. 
Boughammoura, A., Franza, T., Dellagi, A., Roux, C., Matzanke-Markstein, B., et Expert, D. (2007). 
Ferritins, bacterial virulence and plant defence. Biometals 20, 347-353. 
Bowling, S.A., Clarke, J.D., Liu, Y., Klessig, D.F., et Dong, X. (1997). The cpr5 mutant of Arabidopsis 
expressed both NPR1-dependent and NPR1-independent resistance. Plant Cell 9, 1573-1584. 
Bozhkov, P.V., Filonova, L.H., Suarez, M.F., Helmersson, A., Smertenko, A.P., Zhivotovsky, B., et von 
Arnold, S. (2004). VEIDase is a principal caspase-like activity involved in plant programmed cell death and 
essential for embryonic pattern formation. Cell Death Differ 11, 175-182. 
Bozhkov, P.V., Suarez, M.F., Filonova, L.H., Daniel, G., Zamyatnin, A.A., Jr., Rodriguez-Nieto, S., 
Zhivotovsky, B., et Smertenko, A. (2005). Cysteine protease mcII-Pa executes programmed cell death 
during plant embryogenesis. Proc Natl Acad Sci U S A 102, 14463-14468. 
Brader, G., Djamei, A., Teige, M., Palva, E.T., et Hirt, H. (2007). The MAP kinase kinase MKK2 affects 
disease resistance in Arabidopsis. Mol Plant Microbe Interact 20, 589-596. 
Brodersen, P., Petersen, M., Pike, H.M., Olszak, B., Skov, S., Odum, N., Jorgensen, L.B., Brown, R.E., et 
Mundy, J. (2002). Knockout of Arabidopsis accelerated-cell-death11 encoding a sphingosine transfer protein 
causes activation of programmed cell death and defense. Genes  Dev 16, 490-502. 
Broekaert, W.F., Delaure, S.L., De Bolle, M.F., et Cammue, B.P. (2006). The role of ethylene in host-
pathogen interactions. Annu Rev Phytopathol 44, 393-416. 
Brown, R.L., Kazan, K., McGrath, K.C., Maclean, D.J., et Manners, J.M. (2003). A role for the GCC-box in 
jasmonate-mediated activation of the PDF1.2 gene of Arabidopsis. Plant Physiol 132, 1020-1032. 
Buchanan-Wollaston, V. (1994). Isolation of cDNA clones for genes that are expressed during leaf 
senescence in Brassica napus. Plant Physiol. 105, 839-846. 
Buchanan-Wollaston, V., Page, T., Harrison, E., Breeze, E., Lim, P.O., Nam, H.G., Lin, J.F., Wu, S.H., 
Swidzinski, J., Ishizaki, K., et Leaver, C.J. (2005). Comparative transcriptome analysis reveals significant 
differences in gene expression and signalling pathways between developmental and dark/starvation-induced 
senescence in Arabidopsis. Plant J 42, 567-585. 
Buhot, N., Gomes, E., Milat, M.L., Ponchet, M., Marion, D., Lequeu, J., Delrot, S., Coutos-Thevenot, P., et 
Blein, J.P. (2004). Modulation of the biological activity of a tobacco LTP1 by lipid complexation. Mol Biol Cell 
15, 5047-5052. 
Burke, J.M., et Rieseberg, L.H. (2003). Fitness effects of transgenic disease resistance in sunflowers. Science 
300, 1250. 
Busk, P.K., et Pages, M. (1998). Regulation of abscisic acid-induced transcription. Plant Mol Biol 37, 425-435. 
Buttner, D., et Bonas, U. (2006). Who comes first? How plant pathogenic bacteria orchestrate type III 
secretion. Curr Opin Microbiol 9, 193-200. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 149
Cande, C., Cecconi, F., Dessen, P., et Kroemer, G. (2002). Apoptosis-inducing factor (AIF): key to the 
conserved caspase-independent pathways of cell death? J Cell Sci 115, 4727-4734. 
Cao, C., Laporte, J., Backer, J.M., Wandinger-Ness, A., et Stein, M.P. (2007). Myotubularin lipid 
phosphatase binds the hVPS15/hVPS34 lipid kinase complex on endosomes. Traffic 8, 1052-1067. 
Cao, H., Bowling, S.A., Gordon, S.A., et Dong, X. (1994). Characterization of an Arabidopsis mutant that is 
nonresponsive to inducers of systemic acquired resistance. Plant Cell 6, 1583-1592. 
Cao, H., Glazebrook, J., Clarke, J.D., Volko, S., et Dong, X. (1997). The Arabidopsis NPR1 gene that 
controls systemic acquired resistance encodes a novel protein containing ankyrin repeats. Cell 88, 57-63. 
Catlett, M.G., et Kaplan, K.B. (2006). Sgt1p is a unique co-chaperone that acts as a client adaptor to link 
Hsp90 to Skp1p. J Biol Chem 281, 33739-33748. 
Century, K.S., Holub, E.B., et Staskawicz, B.J. (1995). NDR1, a locus of Arabidopsis thaliana that is required 
for disease resistance to both a bacterial and a fungal pathogen. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 6597-6601. 
Chae, H.S., Faure, F., et Kieber, J.J. (2003). The eto1, eto2, and eto3 mutations and cytokinin treatment 
increase ethylene biosynthesis in Arabidopsis by increasing the stability of ACS protein. Plant Cell 15, 545-
559. 
Chamnongpol, S., Willekens, H., Moeder, W., Langebartels, C., Sandermann Jr., H., Van Montagu, M., 
Inze, D., et Van Camp, W. (1998). Defence activation and enhanced pathogen tolerance by H2O2 in 
transgenic tobacco. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5818-5823. 
Chang, C., Kwok, S.F., Bleecker, A.B., et Meyerowitz, E.M. (1993). Arabidopsis ethylene-response gene 
ETR1: similarity of product to two-component regulators. Science 262, 539-544. 
Chen, C., et Chen, Z. (2000). Isolation and characterization of two pathogen- and salicylic acid-induced genes 
encoding WRKY DNA-binding proteins from tobacco. Plant. Mol. Biol. 42, 387-396. 
Chen, C., et Chen, Z. (2002). Potentiation of developmentally regulated plant defense response by AtWRKY18, 
a pathogen-induced Arabidopsis transcription factor. Plant Physiol 129, 706-716. 
Chen, R., Li, H., Zhang, L., Zhang, J., Xiao, J., et Ye, Z. (2007). CaMi, a root-knot nematode resistance gene 
from hot pepper (Capsium annuum L.) confers nematode resistance in tomato. Plant Cell Rep 26, 895-905. 
Chen, Z., Silva, H., et Klessig, D. (1993). Active oxygen species in the induction of plant systemic acquired 
resistance by salicylic acid. Science 262, 1883-1886. 
Cheng, S.H., Willmann, M.R., Chen, H.C., et Sheen, J. (2002). Calcium signaling through protein kinases. 
The Arabidopsis calcium-dependent protein kinase gene family. Plant Physiol 129, 469-485. 
Chini, A., Fonseca, S., Fernandez, G., Adie, B., Chico, J.M., Lorenzo, O., Garcia-Casado, G., Lopez-
Vidriero, I., Lozano, F.M., Ponce, M.R., Micol, J.L., et Solano, R. (2007). The JAZ family of repressors is 
the missing link in jasmonate signalling. Nature 448, 666-671. 
Chisholm, S.T., Coaker, G., Day, B., et Staskawicz, B.J. (2006). Host-microbe interactions: shaping the 
evolution of the plant immune response. Cell 124, 803-814. 
Chisholm, S.T., Dahlbeck, D., Krishnamurthy, N., Day, B., Sjolander, K., et Staskawicz, B.J. (2005). 
Molecular characterization of proteolytic cleavage sites of the Pseudomonas syringae effector AvrRpt2. Proc 
Natl Acad Sci U S A 102, 2087-2092. 
Clarke, A., Desikan, R., Hurst, R.D., Hancock, J.T., et Neill, S.J. (2000a). NO way back: nitric oxide and 
programmed cell death in Arabidopsis thaliana suspension cultures. Plant J 24, 667-677. 
Clarke, J.A., de Burgh Daly, M., et Ead, H.W. (1990). Comparison of the size of the vascular compartment of 
the carotid body of the fetal, neonatal and adult cat. Acta Anat (Basel) 138, 166-174. 
Clarke, J.D., Volko, S.M., Ledford, H., Ausubel, F.M., et Dong, X. (2000b). Role of salicilic acid, jasmonic 
acid, and ethylene in cpr-induced resistance in Arabidopsis. Plant Cell 12, 2175-2190. 
Clarke, J.D., Aarts, N., Feys, B.J., Dong, X., et Parker, J.E. (2001). Constitutive disease resistance requires 
EDS1 in the Arabidopsis mutants cpr1 and cpr6 and is partially EDS1-dependent in cpr5. Plant J. 26, 409-
420. 
Clough, S.J., Fengler, K.A., Yu, I., Lippok, B., Smith, R.K., Jr., et Bent, A.F. (2000). The Arabidopsis dnd1 
"defense, no death" gene encodes a mutated cyclic nucleotide-gated ion channel. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
Coppinger, P., Repetti, P.P., Day, B., Dahlbeck, D., Mehlert, A., et Staskawicz, B.J. (2004). Overexpression 
of the plasma membrane-localized NDR1 protein results in enhanced bacterial disease resistance in 
Arabidopsis thaliana. Plant J 40, 225-237. 
Coquoz, J.L., Buchala, A., et Metraux, J.P. (1998). The biosynthesis of salicylic acid in potato plants. Plant 
Physiol 117, 1095-1101. 
Crawford, N.M. (2006). Mechanisms for nitric oxide synthesis in plants. J Exp Bot 57, 471-478. 
Culver, J.N., et Dawson, W.O. (1989). Tobacco mosaic virus coat protein: an elicitor of the hypersensitive 
reaction but not required for the development of mosaic symptoms in Nicotiana sylvestris. Virology 173, 755-
758. 
Culver, J.N., et Dawson, W.O. (1991). Tobacco mosaic virus elicitor coat protein genes produce a 
hypersensitive phenotype in transgenic Nicotiana sylvestris plants. Mol. Plant-Microbe Interact. 5, 458-463. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 150
Curtis, M.D., et Grossniklaus, U. (2003). A gateway cloning vector set for high-throughput functional analysis 
of genes in planta. Plant Physiol 133, 462-469. 
Dangl, J.L., et Jones, J.D. (2001). Plant pathogens and integrated defence responses to infection. Nature 411, 
826-833. 
Dangl, J.L., Dietrich, R.A., et Richberg, M.H. (1996). Death don't have no mercy: cell death programs in plant-
microbe interactions. Plant Cell 8, 1793-1807. 
Davoine, C., Falletti, O., Douki, T., Iacazio, G., Ennar, N., Montillet, J.L., et Triantaphylides, C. (2006). 
Adducts of oxylipin electrophiles to glutathione reflect a 13 specificity of the downstream lipoxygenase 
pathway in the tobacco hypersensitive response. Plant Physiol 140, 1484-1493. 
Day, B., Dahlbeck, D., et Staskawicz, B.J. (2006). NDR1 interaction with RIN4 mediates the differential 
activation of multiple disease resistance pathways in Arabidopsis. Plant Cell 18, 2782-2791. 
Day, B., Dahlbeck, D., Huang, J., Chisholm, S.T., Li, D., et Staskawicz, B.J. (2005). Molecular basis for the 
RIN4 negative regulation of RPS2 disease resistance. Plant Cell 17, 1292-1305. 
de, J., Yakimova, E.T., Kapchina, V.M., et Woltering, E.J. (2002). A critical role for ethylene in hydrogen 
peroxide release during programmed cell death in tomato suspension cells. Planta 214, 537-545. 
Delaney, T.P., Friedrich, L., et Ryals, J.A. (1995). Arabidopsis signal transduction mutant defective in 
chemically and biologically induced disease resistance. Proc Natl Acad Sci U S A 92, 6602-6606. 
Delannoy, E., Lyon, B.R., Marmey, P., Jalloul, A., Daniel, J.F., Montillet, J.L., Essenberg, M., et Nicole, M. 
(2005). Resistance of cotton towards Xanthomonas campestris pv. malvacearum. Annu Rev Phytopathol 43, 
63-82. 
Delledonne, M., Xia, Y., Dixon, R.A., et Lamb, C. (1998). Nitric oxide functions as a signal in plant disease 
resistance. Nature 394, 585-588. 
Delledonne, M., Zeier, J., Marocco, A., et Lamb, C. (2001). Signal interactions between nitric oxide and 
reactive oxygen intermediates in the plant hypersensitive disease resistance response. Proc Natl Acad Sci U 
S A 98, 13454-13459. 
Desikan, R., Griffiths, R., Hancock, J., et Neill, S. (2002). A new role for an old enzyme: nitrate reductase-
mediated nitric oxide generation is required for abscisic acid-induced stomatal closure in Arabidopsis thaliana. 
Proc Natl Acad Sci U S A 99, 16314-16318. 
Deslandes, L., Olivier, J., Theulieres, F., Hirsch, J., Feng, D.X., Bittner-Eddy, P., Beynon, J., et Marco, Y. 
(2002). Resistance to Ralstonia solanacearum in Arabidopsis thaliana is conferred by the recessive RRS1-R 
gene, a member of a novel family of resistance genes. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 2404-2409. 
Deslandes, L., Olivier, J., Peeters, N., Feng, D.X., Khounlotham, M., Boucher, C., Somssich, I., Genin, S., 
et Marco, Y. (2003). Physical interaction between RRS1-R, a protein conferring resistance to bacterial wilt, 
and PopP2, a type III effector targeted to the plant nucleus. Proc Natl Acad Sci U S A 100, 8024-8029. 
Despres, C., DeLong, C., Glaze, S., Liu, E., et Fobert, P.R. (2000). The Arabidopsis NPR1/NIM1 protein 
enhances the DNA binding activity of a subgroup of the TGA family of bZIP transcription factors. Plant Cell 
12, 279-290. 
Despres, C., Chubak, C., Rochon, A., Clark, R., Bethune, T., Desveaux, D., et Fobert, P.R. (2003). The 
Arabidopsis NPR1 disease resistance protein is a novel cofactor that confers redox regulation of DNA binding 
activity to the basic domain/leucine zipper transcription factor TGA1. Plant Cell 15, 2181-2191. 
Desveaux, D., Subramaniam, R., Despres, C., Mess, J.N., Levesque, C., Fobert, P.R., Dangl, J.L., et 
Brisson, N. (2004). A "Whirly" transcription factor is required for salicylic acid-dependent disease resistance 
in Arabidopsis. Dev Cell 6, 229-240. 
Devadas, S.K., Enyedi, A., et Raina, R. (2002). The Arabidopsis hrl1 mutation reveals novel overlapping roles 
for salicylic acid, jasmonic acid and ethylene signalling in cell death and defence against pathogens. Plant J 
30, 467-480. 
Devarenne, T.P., Ekengren, S.K., Pedley, K.F., et Martin, G.B. (2006). Adi3 is a Pdk1-interacting AGC kinase 
that negatively regulates plant cell death. Embo J 25, 255-265. 
Deveraux, Q.L., et Reed, J.C. (1999). IAP family proteins--suppressors of apoptosis. Genes Dev 13, 239-252. 
Devoto, A., Nieto-Rostro, M., Xie, D., Ellis, C., Harmston, R., Patrick, E., Davis, J., Sherratt, L., Coleman, 
M., et Turner, J.G. (2002). COI1 links jasmonate signalling and fertility to the SCF ubiquitin-ligase complex in 
Arabidopsis. Plant J. 32, 457-466. 
DeYoung, B.J., et Innes, R.W. (2006). Plant NBS-LRR proteins in pathogen sensing and host defense. Nat 
Immunol 7, 1243-1249. 
Diaz, J., ten Have, A., et van Kan, J.A. (2002). The role of ethylene and wound signaling in resistance of 
tomato to Botrytis cinerea. Plant Physiol 129, 1341-1351. 
Dietrich, R.A., Richberg, M.H., Shmidt, R., Dean, C., et Dangl, J.L. (1997). A novel zing finger protein is 
encoded by the Arabidopsis LSD1 gene and functions as a negative regulator of plant cell death. Cell 88, 
685-694. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 151
Dietrich, R.A., Delaney, T.P., Uknes, S.J., Ward, E.R., Ryals, J.A., et Dangl, J.L. (1994). Arabidopsis 
mutants simulating disease resistance response. Cell 77, 565-577. 
Dixon, M.S., Hatzixanthis, K., Jones, D.A., Harrison, K., et Jones, J.D.G. (1998). The tomato Cf-5 disease 
resistance gene and six homologs show pronounced allelic variation in leucine-rich repeat copy number. Plant 
Cell 10, 1915-1925. 
Dodds, P.N., Lawrence, G.J., Catanzariti, A.M., Teh, T., Wang, C.I., Ayliffe, M.A., Kobe, B., et Ellis, J.G. 
(2006). Direct protein interaction underlies gene-for-gene specificity and coevolution of the flax resistance 
genes and flax rust avirulence genes. Proc Natl Acad Sci U S A 103, 8888-8893. 
Doerks, T., Strauss, M., Brendel, M., et Bork, P. (2000). GRAM, a novel domain in glucosyltransferases, 
myotubularins and other putative membrane-associated proteins. Trends Biochem Sci 25, 483-485. 
Dong, X. (2004). The role of membrane-bound ankyrin-repeat protein ACD6 in programmed cell death and 
plant defense. Sci STKE 2004, pe6. 
Dong, Y.H., Wang, L.H., Xu, J.L., Zhang, H.B., Zhang, X.F., et Zhang, L.H. (2001). Quenching quorum-
sensing-dependent bacterial infection by an N-acyl homoserine lactonase. Nature 411, 813-817. 
Dorey, S., Baillieul, F., Pierrel, M.-A., Saindrenan, P., Fritig, B., et Kauffmann, S. (1997). Spatial and 
temporal induction of cell death, defense genes, and accumulation of salicylic acid in tobacco leaves reacting 
hypersensitively to a fungal glycoprotein elicitor. Mol. Plant-Microbe Interact. 10, 646-655. 
Durner, J., et Klessig, D.F. (1995). Inhibition of ascorbate peroxydase by salicylic acid and 2,6-
dichloroisonicotinic acid, two inducers of plant defense responses. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 11312-
11316. 
Durner, J., Wendehenne, D., et Klessig, D.F. (1998). Defense gene induction in tobacco by nitric oxide, cyclic 
GMF, and cyclic ADP-ribose. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 10328-10333. 
Durrant, W.E., Rowland, O., Piedras, P., Hammond-Kosack, K.E., et Jones, J.D. (2000). cDNA-AFLP 
reveals a striking overlap in race-specific resistance and wound response gene expression profiles. Plant Cell 
12, 963-977. 
Earnshaw, W.C. (1995). Nuclear changes in apoptosis. Curr Opin Cell Biol 7, 337-343. 
Earnshaw, W.C., Martins, L.M., et Kaufmann, S.H. (1999). Mammalian caspases: structure, activation, 
substrates, and functions during apoptosis. Annu Rev Biochem 68, 383-424. 
Ekengren, S.K., Liu, Y., Schiff, M., Dinesh-Kumar, S.P., et Martin, G.B. (2003). Two MAPK cascades, 
NPR1, and TGA transcription factors play a role in Pto-mediated disease resistance in tomato. Plant J 36, 
905-917. 
Ellis, J., Dodds, P., et Pryor, T. (2000). Structure, function and evolution of plant disease resistance genes. 
Current Op. in Plant Biol. 3, 278-284. 
Ellis, J.G., Lawrence, G.J., Luck, J.E., et Dodds, P.N. (1999). Identification of regions in alleles of the flax rust 
resistance gene L that determine differences ingene-for gene specificity. Plant Cell 11, 495-506. 
Eulgem, T., Rushton, P.J., Robatzek, S., et Somssich, I.E. (2000). The WRKY superfamily of plant 
transcription factors. Trends Plant Sci 5, 199-206. 
Evans, D.E. (2003). Aerenchyma formation. New Phytologist 161, 35-49. 
Falk, A., Feys, B.J., Frost, L.N., Jones, J.D.G., Daniels, M.J., et Parker, J.E. (1999). EDS1, an essential 
component of R gene-mediated disease resistance in Arabidopsis has homology to eukaryotic lipases. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 96, 3292-3297. 
Fellbrich, G., Romanski, A., Varet, A., Blume, B., Brunner, F., Engelhardt, S., Felix, G., Kemmerling, B., 
Krzymowska, M., et Nurnberger, T. (2002). NPP1, a Phytophthora-associated trigger of plant defense in 
parsley and Arabidopsis. Plant J 32, 375-390. 
Feys, B., Benedetti, C.E., Penfold, C.N., et Turner, J.G. (1994). Arabidopsis Mutants Selected for Resistance 
to the Phytotoxin Coronatine Are Male Sterile, Insensitive to Methyl Jasmonate, and Resistant to a Bacterial 
Pathogen. Plant Cell 6, 751-759. 
Feys, B.J., Moisan, L.J., Newman, M.A., et Parker, J.E. (2001). Direct interaction between the Arabidopsis 
disease resistance signaling proteins, EDS1 and PAD4. Embo J 20, 5400-5411. 
Feys, B.J., Wiermer, M., Bhat, R.A., Moisan, L.J., Medina-Escobar, N., Neu, C., Cabral, A., et Parker, J.E. 
(2005). Arabidopsis SENESCENCE-ASSOCIATED GENE101 stabilizes and signals within an ENHANCED 
DISEASE SUSCEPTIBILITY1 complex in plant innate immunity. Plant Cell 17, 2601-2613. 
Finkelstein, R.R., et Somerville, C.R. (1990). Three Classes of Abscisic Acid (ABA)-Insensitive Mutations of 
Arabidopsis Define Genes that Control Overlapping Subsets of ABA Responses. Plant Physiol 94, 1172-
1179. 
Flor, H.H. (1955). Host-parasite interaction in flax rust: Its genetics and other implications. Phytopathol. 45, 
680-685. 
Foyer, C.H., et Allen, J.F. (2003). Lessons from redox signaling in plants. Antioxid Redox Signal 5, 3-5. 
Franklin, E.E., et Robertson, J.D. (2007). Requirement of Apaf-1 for mitochondrial events and the cleavage or 
activation of all procaspases during genotoxic stress-induced apoptosis. Biochem J 405, 115-122. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 152
Friedrich, L., Vernooij, B., Gaffney, T., Morse, A., et Ryals, J. (1995). Characterization of tobacco plants 
expressing a bacterial salicylate hydroxylase gene. Plant Mol Biol 29, 959-968. 
Fritz-Laylin, L.K., Krishnamurthy, N., Tor, M., Sjolander, K.V., et Jones, J.D. (2005). Phylogenomic analysis 
of the receptor-like proteins of rice and Arabidopsis. Plant Physiol 138, 611-623. 
Frye, C.A., et Innes, R.W. (1998). An Arabidopsis mutant with enhanced resistance to powdery mildew. Plant 
Cell 10, 947-956. 
Frye, C.A., Tang, D., et Innes, R.W. (2001). Negative regulation of defense responses in plants by a 
conserved MAPKK kinase. Proc Natl Acad Sci U S A 98, 373-378. 
Fukuda, H. (2000). Programmed cell death of tracheary elements as a paradigm in plants. Plant Mol Biol 44, 
245-253. 
Gaffney, T., Freidrich, L., Vernooij, B., Negrotto, D., Nye, G., Uknes, S., Ward, E., Kessmann, H., et Ryals, 
J. (1993). Requirement of salicylic acid for the induction of systemic acquired resistance. Science 261, 754-
756. 
Gasciolli, V., Mallory, A.C., Bartel, D.P., et Vaucheret, H. (2005). Partially redundant functions of Arabidopsis 
DICER-like enzymes and a role for DCL4 in producing trans-acting siRNAs. Curr Biol 15, 1494-1500. 
Gechev, T.S., et Hille, J. (2005). Hydrogen peroxide as a signal controlling plant programmed cell death. J Cell 
Biol 168, 17-20. 
Gelli, A., Higgins, V.J., et Blumwald, E. (1997). Activation of plant plasma membrane Ca2+-permeable 
channels by race specific fungal elicitors. Plant Physiol. 113, 269-279. 
Genoud, T., Buchala, A.J., Chua, N.H., et Metraux, J.P. (2002). Phytochrome signalling modulates the SA-
perceptive pathway in Arabidopsis. Plant J 31, 87-95. 
Glazebrook, J. (2005). Contrasting mechanisms of defense against biotrophic and necrotrophic pathogens. 
Annu Rev Phytopathol 43, 205-227. 
Glazebrook, J., Rogers, E.E., et Ausubel, F.M. (1996). Isolation of Arabidopsis mutants with enhanced 
disease susceptibility by direct screening. Genetics 143, 973-982. 
Glazebrook, J., Chen, W., Estes, B., Chang, H.S., Nawrath, C., Metraux, J.P., Zhu, T., et Katagiri, F. 
(2003). Topology of the network integrating salicylate and jasmonate signal transduction derived from global 
expression phenotyping. Plant J 34, 217-228. 
Godoy, G., Steadman, J.R., Dickman, M.B., et Dam, R. (1990). Use of mutants to demonstrate the role of 
axalic acid in pathogenicity of Sclerotinia sclerotiorum on Phaseolus vulgaris. Physiol Mol Plant Pathol 37, 
179-191. 
Gordeeva, A.V., Zvyagilskaya, R.A., et Labas, Y.A. (2003). Cross-talk between reactive oxygen species and 
calcium in living cells. Biochemistry (Mosc) 68, 1077-1080. 
Govrin, E.M., et Levine, A. (2000). The hypersensitive response facilitates plant infection by the necrotrophic 
pathogen Botrytis cinerea. Current Biol. 10, 751-757. 
Grant, M., Brown, I., Adams, S., Knight, M., Ainslie, A., et Mansfield, J. (2000). The RPM1 plant disease 
resistance gene facilitates a rapid and sustained increase in cytosolic calcium that is necessary for the 
oxidative burst and hypersensitive cell death. Plant J 23, 441-450. 
Grant, M.R., Godiard, L., Straube, E., Ashfield, T., Lewald, J., Sattler, A., Innes, R.I., et Dangl, J.L. (1995). 
Structure of the Arabidopsis RPM1 gene enabling dual specificity disease resistance. Science 269, 843-846. 
Green, D., et Kroemer, G. (1998). The central executioners of apoptosis: caspases of mitochondria? Trends 
Cell Biol. 8, 267-271. 
Greenberg, J.T. (1996). Programmed cell death: A way of life for plants. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 12094-
12097. 
Greenberg, J.T. (1997). Programmed cell death in plant pathogen interactions. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant 
Mol. Biol. 48, 525-545. 
Greenberg, J.T. (2000). Positive and negative regulation of salicylic acid-dependent cell death and pathogen 
resistance in Arabidopsis lsd6 and ssi1 mutants. Mol Plant Microbe Interact 13, 877-881. 
Greenberg, J.T., et Ausubel, F.M. (1993). Arabidopsis mutants compromised for the control of cellular damage 
during pathogenesis and aging. Plant J. 4, 327-341. 
Greenberg, J.T., Silverman, F.P., et Liang, H. (2000). Uncoupling salicylic acid-dependent cell death and 
defense-related responses from disease resistance in the Arabidopsis mutant acd5. Genetics 156, 341-350. 
Greenberg, J.T., Guo, A., Klessig, D.F., et Ausubel, F.M. (1994). Programmed cell death in plants: A 
pathogen-triggered response activated coordinately with multiple defense functions. Cell 77, 551-563. 
Gross, A., McDonnell, J.M., et Korsmeyer, S.J. (1999). BCL-2 family members and the mitochondria in 
apoptosis. Genes Dev 13, 1899-1911. 
Grun, S., Lindermayr, C., Sell, S., et Durner, J. (2006). Nitric oxide and gene regulation in plants. J Exp Bot 
57, 507-516. 
Guimaraes, R.L., et Stotz, H.U. (2004). Oxalate production by Sclerotinia sclerotiorum deregulates guard cells 
during infection. Plant Physiol 136, 3703-3711. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 153
Gunawardena, A.H., Greenwood, J.S., et Dengler, N.G. (2004). Programmed cell death remodels lace plant 
leaf shape during development. Plant Cell 16, 60-73. 
Gunawardena, A.H., Pearce, D.M., Jackson, M.B., Hawes, C.R., et Evans, D.E. (2001). Characterisation of 
programmed cell death during aerenchyma formation induced by ethylene or hypoxia in roots of maize (Zea 
mays L.). Planta 212, 205-214. 
Guo, F.Q., et Crawford, N.M. (2005). Arabidopsis nitric oxide synthase1 is targeted to mitochondria and 
protects against oxidative damage and dark-induced senescence. Plant Cell 17, 3436-3450. 
Guzman, P., et Ecker, J.R. (1990). Exploiting the triple response of Arabidopsis to identify ethylene-related 
mutants. Plant Cell 2, 513-523. 
Gyrd-Hansen, M., Farkas, T., Fehrenbacher, N., Bastholm, L., Hoyer-Hansen, M., Elling, F., Wallach, D., 
Flavell, R., Kroemer, G., Nylandsted, J., et Jaattela, M. (2006). Apoptosome-independent activation of the 
lysosomal cell death pathway by caspase-9. Mol Cell Biol 26, 7880-7891. 
Hammond-Kosack, K.E., et Parker, J.E. (2003). Deciphering plant-pathogen communication: fresh 
perspectives for molecular resistance breeding. In Curr Opin Biotechnol, pp. 177-193. 
Hammond-Kosack, K.E., Harrison, K., et Jones, J.D.G. (1994). Developmentally regulated cell death on 
expression of the fungal avirulence gene avr9 in tomato seedlings carrying the disease- resistance Cf-9 gene. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 10445-10449. 
Hannun, Y.A., et Obeid, L.M. (2002). The Ceramide-centric universe of lipid-mediated cell regulation: stress 
encounters of the lipid kind. J Biol Chem 277, 25847-25850. 
Hara-Nishimura, I., Hatsugai, N., Nakaune, S., Kuroyanagi, M., et Nishimura, M. (2005). Vacuolar 
processing enzyme: an executor of plant cell death. Curr Opin Plant Biol 8, 404-408. 
Hartung, W., Radin, J.W., et Hendrix, D.L. (1988). Abscisic Acid Movement into the Apoplastic solution of 
Water-Stressed Cotton Leaves: Role of Apoplastic pH. Plant Physiol 86, 908-913. 
Hartung, W., Sauter, A., et Hose, E. (2002). Abscisic acid in the xylem: where does it come from, where does 
it go to? J Exp Bot 53, 27-32. 
Hatsugai, N., Kuroyanagi, M., Nishimura, M., et Hara-Nishimura, I. (2006). A cellular suicide strategy of 
plants: vacuole-mediated cell death. Apoptosis 11, 905-911. 
Hatsugai, N., Kuroyanagi, M., Yamada, K., Meshi, T., Tsuda, S., Kondo, M., Nishimura, M., et Hara-
Nishimura, I. (2004). A plant vacuolar protease, VPE, mediates virus-induced hypersensitive cell death. 
Science 305, 855-858. 
Heck, S., Grau, T., Buchala, A., Métraux, J.-P., et Nawrath, C. (2003). Genetic evidence that expression of 
NahG modifies defence pathways independent of salicylic acid biosynthesis in the Arabidopsis-Pseudomonas 
syringae pv. tomato interaction. Plant J. 36, 342-352. 
Helms, M.J., Ambit, A., Appleton, P., Tetley, L., Coombs, G.H., et Mottram, J.C. (2006). Bloodstream form 
Trypanosoma brucei depend upon multiple metacaspases associated with RAB11-positive endosomes. J Cell 
Sci 119, 1105-1117. 
Hengartner, M.O. (2000). The biochemistry of apoptosis. Nature 407, 770-776. 
Hideg, E., Barta, C., Kalai, T., Vass, I., Hideg, K., et Asada, K. (2002). Detection of singlet oxygen and 
superoxide with fluorescent sensors in leaves under stress by photoinhibition or UV radiation. Plant Cell 
Physiol 43, 1154-1164. 
Higo, K., Ugawa, Y., Iwamoto, M., et Korenaga, T. (1999). Plant cis-acting regulatory DNA elements (PLACE) 
database: 1999. Nucleic Acids Res 27, 297-300. 
Hilpert, B., Bohlmann, H., op den Camp, R.O., Przybyla, D., Miersch, O., Buchala, A., et Apel, K. (2001). 
Isolation and characterization of signal transduction mutants of Arabidopsis thaliana that constitutively 
activate the octadecanoid pathway and form necrotic microlesions. Plant J. 26, 435-446. 
Hinderhofer, K., et Zentgraf, U. (2001). Identification of a transcription factor specifically expressed at the 
onset of leaf senescence. Planta 213, 469-473. 
Hiraiwa, N., Nishimura, M., et Hara-Nishimura, I. (1999). Vacuolar processing enzyme is self-catalytically 
activated by sequential removal of the C-terminal and N-terminal propeptides. FEBS Lett 447, 213-216. 
Hirayama, T., Kieber, J.J., Hirayama, N., Kogan, M., Guzman, P., Nourizadeh, S., Alonso, J.M., Dailey, 
W.P., Dancis, A., et Ecker, J.R. (1999). RESPONSIVE-TO-ANTAGONIST1, a Menkes/Wilson disease-
related copper transporter, is required for ethylene signaling in Arabidopsis. Cell 97, 383-393. 
Hoeberichts, F.A., ten Have, A., et Woltering, E.J. (2003). A tomato metacaspase gene is upregulated during 
programmed cell death in Botrytis cinerea-infected leaves. Planta 217, 517-522. 
Hoisington, D., Neuffer, M.G., et Walbot, V. (1982). Disease lesion mimics in maize. Dev. Biol. 93, 381-388. 
Holt, B.F., 3rd, Belkhadir, Y., et Dangl, J.L. (2005). Antagonistic control of disease resistance protein stability 
in the plant immune system. Science 309, 929-932. 
Howe, G.A., et Schilmiller, A.L. (2002). Oxylipin metabolism in response to stress. Curr Opin Plant Biol 5, 230-
236. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 154
Huang, D.C., et Strasser, A. (2000). BH3-Only proteins-essential initiators of apoptotic cell death. Cell 103, 
839-842. 
Hunt, M.D., Delaney, T.P., Dietrich, R.A., Weymann, K.B., Dangl, J.L., et Ryals, J.A. (1997). Salicylate-
independent lesion formation in Arabidopsis lsd mutants. Mol. Plant-Microbe Interact. 10, 531-536. 
Hwang, C.F., Bhakta, A.V., Truesdell, G.M., Pudlo, W.M., et Williamson, V.M. (2000). Evidence for a role of 
the N terminus and leucine-rich repeat region of the Mi gene product in regulation of localized cell death. 
Plant Cell 12, 1319-1329. 
Inohara, Chamaillard, McDonald, C., et Nunez, G. (2005). NOD-LRR proteins: role in host-microbial 
interactions and inflammatory disease. Annu Rev Biochem 74, 355-383. 
Ishikawa, A. (2005). Tetrapyrrole metabolism is involved in lesion formation, cell death, in the Arabidopsis 
lesion initiation 1 mutant. Biosci Biotechnol Biochem 69, 1929-1934. 
Ishikawa, A., Okamoto, H., Iwasaki, Y., et Asahi, T. (2001). A deficiency of coproporphyrinogen III oxidase 
causes lesion formation in Arabidopsis. Plant J. 27, 89-99. 
Ishikawa, A., Tanaka, H., Nakai, M., et Asahi, T. (2003). Deletion of a chaperonin 60 beta gene leads to cell 
death in the Arabidopsis lesion initiation 1 mutant. Plant Cell Physiol 44, 255-261. 
Ishino, T., Chinzei, Y., et Yuda, M. (2005). A Plasmodium sporozoite protein with a membrane attack complex 
domain is required for breaching the liver sinusoidal cell layer prior to hepatocyte infection. Cell Microbiol 7, 
199-208. 
Ito, J., et Fukuda, H. (2002). ZEN1 is a key enzyme in the degradation of nuclear DNA during programmed cell 
death of tracheary elements. Plant Cell 14, 3201-3211. 
Jabs, T., Dietrich, R.A., et Dangl, J.L. (1996). Initiation of runaway cell death in an Arabidopsis mutant by 
extracellular superperoxide. Science 273, 1853-1856. 
Jaillon, O., Aury, J.M., Noel, B., Policriti, A., Clepet, C., Casagrande, A., Choisne, N., Aubourg, S., Vitulo, 
N., Jubin, C., Vezzi, A., Legeai, F., Hugueney, P., Dasilva, C., Horner, D., Mica, E., Jublot, D., Poulain, 
J., Bruyere, C., Billault, A., Segurens, B., Gouyvenoux, M., Ugarte, E., Cattonaro, F., Anthouard, V., 
Vico, V., Del Fabbro, C., Alaux, M., Di Gaspero, G., Dumas, V., Felice, N., Paillard, S., Juman, I., 
Moroldo, M., Scalabrin, S., Canaguier, A., Le Clainche, I., Malacrida, G., Durand, E., Pesole, G., Laucou, 
V., Chatelet, P., Merdinoglu, D., Delledonne, M., Pezzotti, M., Lecharny, A., Scarpelli, C., Artiguenave, 
F., Pe, M.E., Valle, G., Morgante, M., Caboche, M., Adam-Blondon, A.F., Weissenbach, J., Quetier, F., et 
Wincker, P. (2007). The grapevine genome sequence suggests ancestral hexaploidization in major 
angiosperm phyla. Nature 449, 463-467. 
Jalloul, A., Montillet, J.L., Assigbetse, K., Agnel, J.P., Delannoy, E., Triantaphylides, C., Daniel, J.F., 
Marmey, P., Geiger, J.P., et Nicole, M. (2002). Lipid peroxidation in cotton: Xanthomonas interactions and 
the role of lipoxygenases during the hypersensitive reaction. Plant J 32, 1-12. 
Jambunathan, N., Siani, J.M., et McNellis, T.W. (2001). A humidity-sensitive Arabidopsis copine mutant 
exhibits precocious cell death and increased disease resistance. Plant Cell 13, 2225-2240. 
Jia, Y., McAdams, S.A., Bryan, G.T., Hershey, H.P., et Valent, B. (2000). Direct interaction of resistance 
gene and avirulence gene products confers rice blast resistance. Embo J 19, 4004-4014. 
Jin, H., Axtell, M.J., Dahlbeck, D., Ekwenna, O., Zhang, S., Staskawicz, B., et Baker, B. (2002). NPK1, an 
MEKK1-like mitogen-activated protein kinase kinase kinase, regulates innate immunity and development in 
plants. Dev Cell 3, 291-297. 
Jirage, D., Tootle, T.L., Reuber, T.L., Frost, L.N., Feys, B.J., Parker, J.E., Ausubel, F.M., et Glazebrook, J. 
(1999). Arabidopsis thaliana PAD4 encodes a lipase-like gene that is important for salycilic acid signaling. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 13583-13588. 
Jones, A.M. (2001). Programmed cell death in development and defense. Plant Physiol 125, 94-97. 
Jones, A.M., et Dangl, J.L. (1996). Logjam at the styx: programmed cell death in plants. Trends Plant Sci. 1, 
114-119. 
Jones, J.D., et Dangl, J.L. (2006). The plant immune system. Nature 444, 323-329. 
Journot-Catalino, N., Somssich, I.E., Roby, D., et Kroj, T. (2006). The transcription factors WRKY11 and 
WRKY17 act as negative regulators of basal resistance in Arabidopsis thaliana. Plant Cell 18, 3289-3302. 
Kachroo, P., Shanklin, J., Shah, J., Whittle, E.J., et Klessig, D.F. (2001). A fatty acid desaturase modulates 
the activation of defense signaling pathways in plants. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 9448-9453. 
Kachroo, P., Kachroo, A., Lapchyk, L., Hildebrand, D., et Klessig, D.F. (2003). Restoration of defective 
cross talk in ssi2 mutants: role of salicylic acid, jasmonic acid, and fatty acids in SSI2-mediated signaling. Mol 
Plant Microbe Interact 16, 1022-1029. 
Kachroo, P., Venugopal, S.C., Navarre, D.A., Lapchyk, L., et Kachroo, A. (2005). Role of salicylic acid and 
fatty acid desaturation pathways in ssi2-mediated signaling. Plant Physiol 139, 1717-1735. 
Kadota, Y., Furuichi, T., Ogasawara, Y., Goh, T., Higashi, K., Muto, S., et Kuchitsu, K. (2004). Identification 
of putative voltage-dependent Ca2+-permeable channels involved in cryptogein-induced Ca2+ transients and 
defense responses in tobacco BY-2 cells. Biochem Biophys Res Commun 317, 823-830. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 155
Kaliff, M., Staal, J., Myrenas, M., et Dixelius, C. (2007). ABA is required for Leptosphaeria maculans 
resistance via ABI1- and ABI4-dependent signaling. Mol Plant Microbe Interact 20, 335-345. 
Kaplan, B., Davydov, O., Knight, H., Galon, Y., Knight, M.R., Fluhr, R., et Fromm, H. (2006). Rapid 
transcriptome changes induced by cytosolic Ca2+ transients reveal ABRE-related sequences as Ca2+-
responsive cis elements in Arabidopsis. Plant Cell 18, 2733-2748. 
Kariola, T., Brader, G., Li, J., et Palva, E.T. (2005). Chlorophyllase 1, a damage control enzyme, affects the 
balance between defense pathways in plants. Plant Cell 17, 282-294. 
Kariola, T., Brader, G., Helenius, E., Li, J., Heino, P., et Palva, E.T. (2006). EARLY RESPONSIVE TO 
DEHYDRATION 15, a negative regulator of abscisic acid responses in Arabidopsis. Plant Physiol 142, 1559-
1573. 
Katagiri, F. (2004). A global view of defense gene expression regulation--a highly interconnected signaling 
network. Curr Opin Plant Biol 7, 506-511. 
Kaufmann, S.H., et Hengartner, M.O. (2001). Programmed cell death: alive and well in the new millennium. 
Trends Cell Biol 11, 526-534. 
Kawai-Yamada, M., Jin, L., Yoshinaga, K., Hirata, A., et Uchimiya, H. (2001). Mammalian Bax-induced plant 
cell death can be down-regulated by overexpression of Arabidopsis Bax Inhibitor-1 (AtBI-1). Proc Natl Acad 
Sci U S A 98, 12295-12300. 
Keller, H., Pamboukdjian, N., Ponchet, M., Poupet, A., Delon, R., Verrier, J.L., Roby, D., et Ricci, P. 
(1999). Pathogen-induced elicitin production in transgenic tobacco generates a hypersensitive response and 
nonspecific disease resistance. Plant Cell 11, 223-235. 
Kesarwani, M., Azam, M., Natarajan, K., Mehta, A., et Datta, A. (2000). Oxalate decarboxylase from Collybia 
velutipes. Molecular cloning and its overexpression to confer resistance to fungal infection in transgenic 
tobacco and tomato. J Biol Chem 275, 7230-7238. 
Khazi, F.R., Edmondson, A.C., et Nielsen, B.L. (2003). An Arabidopsis homologue of bacterial RecA that 
complements an E. coli recA deletion is targeted to plant mitochondria. Mol Genet Genomics 269, 454-463. 
Kieber, J.J., Rothenberg, M., Roman, G., Feldmann, K.A., et Ecker, J.R. (1993). CTR1, a negative regulator 
of the ethylene response pathway in Arabidopsis, encodes a member of the raf family of protein kinases. Cell 
72, 427-441. 
Kim, M.G., da Cunha, L., McFall, A.J., Belkhadir, Y., DebRoy, S., Dangl, J.L., et Mackey, D. (2005). Two 
Pseudomonas syringae type III effectors inhibit RIN4-regulated basal defense in Arabidopsis. Cell 121, 749-
759. 
King, E.O., Ward, M.K., et Raney, D.E. (1954). Two simple media for the demonstration of phycocyanin and 
fluorescin. J. Lab. Clin. Med. 44, 301-307. 
Kirik, V., Bouyer, D., Schobinger, U., Bechtold, N., Herzog, M., Bonneville, J.M., et Hulskamp, M. (2001). 
CPR5 is involved in cell proliferation and cell death control and encodes a novel transmembrane protein. 
Current Biol. 11, 1891-1895. 
Kjemtrup, S., Nimchuck, Z., et L., D.J. (2000). Effector proteins of phytopathogenic bacteria: bifunctional 
signals in virulence and host recognition. Current Opinion of Microbiol. and Immunol. 3, 73-78. 
Kliebenstein, D.J., Dietrich, R.A., Martin, A.C., Last, R.L., et Dangl, J.L. (1999). LSD1 regulates salicylic 
acid induction of copper zinc superoxide dismutase in Arabidopsis thaliana. Mol Plant Microbe Interact 12, 
1022-1026. 
Klionsky, D.J., et Emr, S.D. (2000). Autophagy as a regulated pathway of cellular degradation. Science 290, 
1717-1721. 
Kobe, B., et Deisenhofer, J. (1994). The leucine-rich repeat : a versatile binding motif. Trends Biochem. Sci. 
19, 415-421. 
Koga, J., Yamauchi, T., Shimura, M., Ogawa, N., Oshima, K., Umemura, K., Kikuchi, M., et Ogasawara, N. 
(1998). Cerebrosides A and C, sphingolipid elicitors of hypersensitive cell death and phytoalexin accumulation 
in rice plants. J Biol Chem 273, 31985-31991. 
Kumar, D., et Klessig, D.F. (2003). High-affinity salicylic acid-binding protein 2 is required for plant innate 
immunity and has salicylic acid-stimulated lipase activity. Proc Natl Acad Sci U S A 100, 16101-16106. 
Kunkel, B.N., et Brooks, D.M. (2002). Cross talk between signaling pathways in pathogen defense. Curr Opin 
Plant Biol 5, 325-331. 
Kuroyanagi, M., Nishimura, M., et Hara-Nishimura, I. (2002). Activation of Arabidopsis vacuolar processing 
enzyme by self-catalytic removal of an auto-inhibitory domain of the C-terminal propeptide. Plant Cell Physiol 
43, 143-151. 
Kuroyanagi, M., Yamada, K., Hatsugai, N., Kondo, M., Nishimura, M., et Hara-Nishimura, I. (2005). 
Vacuolar processing enzyme is essential for mycotoxin-induced cell death in Arabidopsis thaliana. J Biol 
Chem 280, 32914-32920. 
Lacomme, C., et Roby, D. (1999). Identification of new early markers of the hypersensitive response in 
Arabidopsis thaliana. FEBS Lett. 459, 149-153. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 156
Lacomme, C., et Santa Cruz, S. (1999). Bax-induced cell death in tobacco is similar to the hypersensitive 
response. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 96, 7956-7961. 
Lam, E. (2004). Controlled cell death, plant survival and development. Nat Rev Mol Cell Biol 5, 305-315. 
Lam, E., et Chua, N.H. (1989). ASF-2: a factor that binds to the cauliflower mosaic virus 35S promoter and a 
conserved GATA motif in Cab promoters. Plant Cell 1, 1147-1156. 
Lam, E., Kato, N., et Lawton, M. (2001). Programmed cell death, mitochondria and the plant hypersensitive 
response. Nature 411, 848-853. 
Lamotte, O., Gould, K., Lecourieux, D., Sequeira-Legrand, A., Lebrun-Garcia, A., Durner, J., Pugin, A., et 
Wendehenne, D. (2004). Analysis of nitric oxide signaling functions in tobacco cells challenged by the elicitor 
cryptogein. Plant Physiol 135, 516-529. 
Lawton, K.A., Potter, S.H., Uknes, S., et Ryals, J. (1994). Acquired resistance signal transduction in 
Arabidopsis is ethylene independent. Plant Cell 6, 581-588. 
Laxalt, A.M., Raho, N., Have, A.T., et Lamattina, L. (2007). Nitric oxide is critical for inducing phosphatidic 
acid accumulation in xylanase-elicited tomato cells. J Biol Chem 282, 21160-21168. 
Lecourieux, D., Mazars, C., Pauly, N., Ranjeva, R., et Pugin, A. (2002). Analysis and effects of cytosolic free 
calcium increases in response to elicitors in Nicotiana plumbaginifolia cells. Plant Cell 14, 2627-2641. 
Lecourieux, D., Lamotte, O., Bourque, S., Wendehenne, D., Mazars, C., Ranjeva, R., et Pugin, A. (2005). 
Proteinaceous and oligosaccharidic elicitors induce different calcium signatures in the nucleus of tobacco 
cells. Cell Calcium 38, 527-538. 
Lee, H.I., Leon, J., et Raskin, I. (1995). Biosynthesis and metabolism of salicylic acid. Proc Natl Acad Sci U S 
A 92, 4076-4079. 
Leister, R.T., et Katagiri, F. (2000). A resistance gene product of the nucleotide binding site -- leucine rich 
repeats class can form a complex with bacterial avirulence proteins in vivo. Plant J 22, 345-354. 
Leng, Q., Mercier, R.W., Yao, W., et Berkowitz, G.A. (1999). Cloning and first functional characterization of a 
plant cyclic nucleotide-gated cation channel. Plant Physiol 121, 753-761. 
Leon, J., Lawton, M.A., et Raskin, I. (1995). Hydrogen peroxide stimulates salicylic acid biosynthesis in 
tobacco. Plant Physiol. 108, 1673-1678. 
Levine, A., Pennell, R.I., Alvarez, M.E., Palmer, R., et Lamb, C. (1996). Calcium-mediated apoptosis in a 
plant hypersensitive disease resistance response. Current Biol. 6, 427-437. 
Li, J., Brader, G., et Palva, E.T. (2004). The WRKY70 transcription factor: a node of convergence for 
jasmonate-mediated and salicylate-mediated signals in plant defense. Plant Cell 16, 319-331. 
Li, P., Nijhawan, D., Budihardjo, I., Srinivasula, S.M., Ahmad, M., Alnemri, E.S., et Wang, X. (1997). 
Cytochrome c and dATP-dependent formation of Apaf-1/caspase-9 complex initiates an apoptotic protease 
cascade. Cell 91, 479-489. 
Li, X., Clarke, J.D., Zhang, Y., et Dong, X. (2001). Activation of an EDS1-mediated R-gene pathway in the 
snc1 mutant leads to constitutive, NPR1-independent pathogen resistance. Mol Plant Microbe Interact 14, 
1131-1139. 
Li, X., Zhang, Y., Clarke, J.D., Li, Y., et Dong, X. (1999). Identification and cloning of a negative regulator of 
systemic acquired resistance, SN1, through a screen for suppressors of npr1-1. Cell 98, 3329-3339. 
Liang, H., Yao, N., Song, J.T., Luo, S., Lu, H., et Greenberg, J.T. (2003). Ceramides modulate programmed 
cell death in plants. Genes Dev 17, 2636-2641. 
Liang, X., Shen, N.F., et Theologis, A. (1996). Li(+)-regulated 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 
gene expression in Arabidopsis thaliana. Plant J 10, 1027-1036. 
Liljeroth, E., et Bryngelsson, T. (2001). DNA fragmentation in cereal roots indicative of programmed root 
cortical cell death. Physiol Plant 111, 365-372. 
Lim, P.O., Kim, H.J., et Nam, H.G. (2007). Leaf senescence. Ann Rev Plant Biol 58, 115-136. 
Lindermayr, C., Saalbach, G., et Durner, J. (2005). Proteomic identification of S-nitrosylated proteins in 
Arabidopsis. Plant Physiol 137, 921-930. 
Liu, Y., Ren, D., Pike, S., Pallardy, S., Gassmann, W., et Zhang, S. (2007). Chloroplast-generated reactive 
oxygen species are involved in hypersensitive response-like cell death mediated by a mitogen-activated 
protein kinase cascade. Plant J 51, 941-954. 
Lombardi, L., Ceccarelli, N., Picciarelli, P., et Lorenzi, R. (2007). DNA degradation during programmed cell 
death in Phaseolus coccineus suspensor. Plant Physiol Biochem 45, 221-227. 
Lopez-Molina, L., et Chua, N.H. (2000). A null mutation in a bZIP factor confers ABA-insensitivity in 
Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiol 41, 541-547. 
Lorenzo, H.K., Susin, S.A., Penninger, J., et Kroemer, G. (1999). Apoptosis inducing factor (AIF): a 
phylogenetically old, caspase-independent effector of cell death. Cell Death Differ 6, 516-524. 
Lorenzo, O., et Solano, R. (2005). Molecular players regulating the jasmonate signalling network. Curr Opin 
Plant Biol 8, 532-540. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 157
Lorenzo, O., Urbe, S., et Clague, M.J. (2005). Analysis of phosphoinositide binding domain properties within 
the myotubularin-related protein MTMR3. J Cell Sci 118, 2005-2012. 
Lorenzo, O., Piqueras, R., Sanchez-Serrano, J.J., et Solano, R. (2003). ETHYLENE RESPONSE FACTOR1 
Integrates Signals from Ethylene and Jasmonate Pathways in Plant Defense. Plant Cell 15, 165-178. 
Lorenzo, O., Chico, J.M., Sanchez-Serrano, J.J., et Solano, R. (2004). JASMONATE-INSENSITIVE1 
encodes a MYC transcription factor essential to discriminate between different jasmonate-regulated defense 
responses in Arabidopsis. Plant Cell 16, 1938-1950. 
Lorrain, S. (2004). VAD1 : un nouvel acteur de la mort cellulaire hypersensible chez Arabidopsis thaliana ? 
thèse de l'université Paul Sabatier. 
Lorrain, S., Vailleau, F., Balagué, C., et Roby, D. (2003). Lesion mimic mutants: keys for deciphering cell 
death and defense pathways in plants? Trends Plant Sci 8, 263-271. 
Lorrain, S., Lin, B., Auriac, M.C., Kroj, T., Saindrenan, P., Nicole, M., Balagué, C., et Roby, D. (2004). 
VASCULAR ASSOCIATED DEATH1, a novel GRAM domain-containing protein, is a regulator of cell death 
and defense responses in vascular tissues. Plant Cell 16, 2217-2232. 
Lu, H., Liu, Y., et Greenberg, J.T. (2005). Structure-function analysis of the plasma membrane- localized 
Arabidopsis defense component ACD6. Plant J 44, 798-809. 
Luck, J.E., Lawrence, G.J., Dodds, P.N., Shepherd, K.W., et Ellis, J.G. (2000). Regions outside of the 
leucine-rich repeats of flax rust resistance proteins play a role in specificity determination. Plant Cell 12, 1367-
1377. 
Ludwig, A.A., Romeis, T., et Jones, J.D. (2004). CDPK-mediated signalling pathways: specificity and cross-
talk. J Exp Bot 55, 181-188. 
Lund, S.T., Stall, R.E., et Klee, H.J. (1998). Ethylene regulates the susceptible response to pathogen infection 
in tomato. Plant Cell 10, 371-382. 
Mach, J.M., Castillo, A.R., Hoogstraten, R., et Greenberg, J.T. (2001). The Arabidopsis-accelerated cell 
death gene ACD2 encodes red chlorophyll catabolite reductase and suppresses the spread of disease 
symptoms. Proc Natl Acad Sci U S A 98, 771-776. 
Mackey, D., Holt, B.F., Wiig, A., et Dangl, J.L. (2002). RIN4 interacts with Pseudomonas syringae type III 
effector molecules and is required for RPM1-mediated resistance in Arabidopsis. Cell 108, 743-754. 
Maldonado, A.M., Doerner, P., Dixon, R.A., Lamb, C.J., et Cameron, R.K. (2002). A putative lipid transfer 
protein involved in systemic resistance signalling in Arabidopsis. Nature 419, 399-403. 
MAPKgroup. (2002). Mitogen-activated protein kinase cascades in plants: a new nomenclature. Trends Plant 
Sci 7, 301-308. 
Marathe, R., Guan, Z., Anandalakshmi, R., Zhao, H., et Dinesh-Kumar, S.P. (2004). Study of Arabidopsis 
thaliana resistome in response to cucumber mosaic virus infection using whole genome microarray. Plant Mol 
Biol 55, 501-520. 
Marmey, P., Jalloul, A., Alhamdia, M., Assigbetse, K., Cacas, J.L., Voloudakis, A.E., Champion, A., 
Clerivet, A., Montillet, J.L., et Nicole, M. (2007). The 9-lipoxygenase GhLOX1 gene is associated with the 
hypersensitive reaction of cotton Gossypium hirsutum to Xanthomonas campestris pv malvacearum. Plant 
Physiol Biochem 45, 596-606. 
Martin, G.B., Bogdanove, A.J., et Sessa, G. (2003). Understanding the functions of plant disease resistance 
proteins. Annu Rev Plant Biol 54, 23-61. 
Martin, G.B., Brommonschenkel, S.H., Chunwongse, J., Frary, A., Ganal, M.W., Spivey, R., Wu, T., Earle, 
E.D., et Tanksley, S.D. (1993). Map-based cloning of a protein kinase gene conferring disease resistance in 
tomato. Science 262, 1432-1436. 
Mateo, A., Muhlenbock, P., Rusterucci, C., Chang, C.C., Miszalski, Z., Karpinska, B., Parker, J.E., 
Mullineaux, P.M., et Karpinski, S. (2004). LESION SIMULATING DISEASE 1 is required for acclimation to 
conditions that promote excess excitation energy. Plant Physiol 136, 2818-2830. 
May, M.J., Hammond-Kosack, K.E., et Jones, J.D.J. (1996). Involvement of reactive oxygen species, 
glutathione metabolism, and lipid peroxidation in the Cf-gene-dependent defense response of tomato 
cotyledons induced by race-specific elicitors of Cladosporium fulvum. Plant Physiol. 110, 1367-1379. 
Mayer, A.M., Staples, R.C., et Gil-ad, N.L. (2001). Mechanisms of survival of necrotrophic fungal plant 
pathogens in hosts expressing the hypersensitive response. Phytochem. 58, 33-41. 
Mayer, B., et Hemmens, B. (1997). Biosynthesis and action of nitric oxide in mammalian cells. Trends 
Biochem Sci 22, 477-481. 
McConn, M., Creelman, R.A., Bell, E., Mullet, J.E., et Browse, J. (1997). Jasmonate is essential for insect 
defense in Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci U S A 94, 5473-5477. 
McDowell, J.M., Cusick, A., Can, C., Beynon, J., Dangl, J.L., et Holub, E.B. (2000). Downy mildew 
(Peronospora parasitica) resistance genes in Arabidopsis vary in functional requirements for NDR1, EDS1, 
NPR1 and salicilic acid accumulation. Plant J. 22, 523-529. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 158
McNellis, T.W., Mudgett, M.B., Li, K., Aoyama, T., Horvath, D., Chua, N.-H., et Staskawicz, B.J. (1998). 
Gucocorticoid-inducible expression of a bacterial avirulence gene in transgenic  Arabidopsis induces 
hypersensitive cell death. Plant J. 14, 247-257. 
Menke, F.L., van Pelt, J.A., Pieterse, C.M., et Klessig, D.F. (2004). Silencing of the mitogen-activated protein 
kinase MPK6 compromises disease resistance in Arabidopsis. Plant Cell 16, 897-907. 
Meyers, B.C., Kozik, A., Griego, A., Kuang, H., et Michelmore, R.W. (2003). Genome-wide analysis of NBS-
LRR-encoding genes in Arabidopsis. Plant Cell 15, 809-834. 
Mittler, R., Vanderauwera, S., Gollery, M., et Van Breusegem, F. (2004). Reactive oxygen gene network of 
plants. Trends Plant Sci 9, 490-498. 
Mittler, S.L.F., et Lam, E. (1995). In situ detection of nDNA fragmentation during the differentiation of tracheary 
elements in higher plants. Plant Physiol. 108, 489-493. 
Modolo, L.V., Augusto, O., Almeida, I.M., Magalhaes, J.R., et Salgado, I. (2005). Nitrite as the major source 
of nitric oxide production by Arabidopsis thaliana in response to Pseudomonas syringae. FEBS Lett 579, 
3814-3820. 
Moller, I.M., Jensen, P.E., et Hansson, A. (2007). Oxidative modifications to cellular components in plants. 
Annu Rev Plant Biol 58, 459-481. 
Moon, H., Lee, B., Choi, G., Shin, D., Prasad, D.T., Lee, O., Kwak, S.S., Kim, D.H., Nam, J., Bahk, J., Hong, 
J.C., Lee, S.Y., Cho, M.J., Lim, C.O., et Yun, D.J. (2003). NDP kinase 2 interacts with two oxidative stress-
activated MAPKs to regulate cellular redox state and enhances multiple stress tolerance in transgenic plants. 
Proc Natl Acad Sci U S A 100, 358-363. 
Morel, J.-B., et Dangl, J.L. (1999). Suppressors of the Arabidopsis lsd5 cell death mutation identify genes 
involved in regulating disease resistance responses. Genetics 151, 305-319. 
Morita-Yamamuro, C., Tsutsui, T., Sato, M., Yoshioka, H., Tamaoki, M., Ogawa, D., Matsuura, H., 
Yoshihara, T., Ikeda, A., Uyeda, I., et Yamaguchi, J. (2005). The Arabidopsis gene CAD1 controls 
programmed cell death in the plant immune system and encodes a protein containing a MACPF domain. 
Plant Cell Physiol 46, 902-912. 
Mosher, R.A., Durrant, W.E., Wang, D., Song, J., et Dong, X. (2006). A comprehensive structure-function 
analysis of Arabidopsis SNI1 defines essential regions and transcriptional repressor activity. Plant Cell 18, 
1750-1765. 
Mou, Z., Fan, W., et Dong, X. (2003). Inducers of plant systemic acquired resistance regulate NPR1 function 
through redox changes. Cell 113, 935-944. 
Mudgett, M.B., et Staskawicz, B.J. (1999). Characterization of the Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpt2 
protein: demonstration of secretion and processing during bacterial pathogenesis. Mol Microbiol 32, 927-941. 
Munnik, T., Meijer, H.J., Ter Riet, B., Hirt, H., Frank, W., Bartels, D., et Musgrave, A. (2000). Hyperosmotic 
stress stimulates phospholipase D activity and elevates the levels of phosphatidic acid and diacylglycerol 
pyrophosphate. Plant J 22, 147-154. 
Mur, L.A., Naylor, G., Warner, S.A.J., Sugars, J.M., White, R.F., et Draper, J. (1996). Salicylic acid 
potentiates defence gene expression in tissue exhibiting acquired resistance to pathogen attack. Plant J. 9, 
559-571. 
Murashige, T., et Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bioessays with tobacco tissue 
cultures. Physiol. Plant. 15, 473-497. 
Muskett, P.R., Kahn, K., Austin, M.J., Moisan, L.J., Sadanandom, A., Shirasu, K., Jones, J.D., et Parker, 
J.E. (2002). Arabidopsis RAR1 exerts rate-limiting control of R gene-mediated defenses against multiple 
pathogens. Plant Cell 14, 979-992. 
Nakagami, H., Soukupova, H., Schikora, A., Zarsky, V., et Hirt, H. (2006). A Mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase mediates reactive oxygen species homeostasis in Arabidopsis. J Biol Chem 281, 38697-38704. 
Nakashima, K., Fujita, Y., Katsura, K., Maruyama, K., Narusaka, Y., Seki, M., Shinozaki, K., et Yamaguchi-
Shinozaki, K. (2006). Transcriptional regulation of ABI3- and ABA-responsive genes including RD29B and 
RD29A in seeds, germinating embryos, and seedlings of Arabidopsis. Plant Mol Biol 60, 51-68. 
Nakaune, S., Yamada, K., Kondo, M., Kato, T., Tabata, S., Nishimura, M., et Hara-Nishimura, I. (2005). A 
vacuolar processing enzyme, deltaVPE, is involved in seed coat formation at the early stage of seed 
development. Plant Cell 17, 876-887. 
Nandi, A., Kachroo, P., Fukushige, H., Hildebrand, D.F., Klessig, D.F., et Shah, J. (2003). Ethylene and 
jasmonic acid signaling affect the NPR1-independent expression of defense genes without impacting 
resistance to Pseudomonas syringae and Peronospora parasitica in the Arabidopsis ssi1  mutant. Mol Plant 
Microbe Interact 16, 588-599. 
Nawrath, C., et Métraux, J.-P. (1999). Salicylic acid induction-deficient mutants of Arabidopsis express PR-2 
and PR-5 and accumulate high levels of camalexin after pathogen inoculation. Plant Cell 11, 1393-1404. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 159
Nawrath, C., Heck, S., Parinthawong, N., et Metraux, J.P. (2002). EDS5, an essential component of salicylic 
acid-dependent signaling for disease resistance in Arabidopsis, is a member of the MATE transporter family. 
Plant Cell 14, 275-286. 
Newton, K., Harris, A.W., et Strasser, A. (2000). FADD/MORT1 regulates the pre-TCR checkpoint and can 
function as a tumour suppressor. Embo J 19, 931-941. 
Nibbe, M., Hilpert, B., Wasternack, C., Miersch, O., et Apel, K. (2002). Cell death and salicylate- and 
jasmonate-dependent stress responses in Arabidopsis are controlled by single cet genes. Planta 216, 120-
128. 
Nomura, M., Shimizu, S., Ito, T., Narita, M., Matsuda, H., et Tsujimoto, Y. (1999). Apoptotic cytosol 
facilitates Bax translocation to mitochondria that involves cytosolic factor regulated by Bcl-2. Cancer Res 59, 
5542-5548. 
Norman-Setterblad, C., Vidal, S., et Palva, E.T. (2000). Interacting signal pathways control defense gene 
expression in Arabidopsis in response to cell wall-degrading enzymes from Erwinia carotonova. Mol. Plant-
Microbe Interact. 4, 430-438. 
Noutoshi, Y., Ito, T., Seki, M., Nakashita, H., Yoshida, S., Marco, Y., Shirasu, K., et Shinozaki, K. (2005). A 
single amino acid insertion in the WRKY domain of the Arabidopsis TIR-NBS-LRR-WRKY-type disease 
resistance protein SLH1 (sensitive to low humidity 1) causes activation of defense responses and 
hypersensitive cell death. Plant J 43, 873-888. 
Noutoshi, Y., Kuromori, T., Wada, T., Hirayama, T., Kamiya, A., Imura, Y., Yasuda, M., Nakashita, H., 
Shirasu, K., et Shinozaki, K. (2006). Loss of Necrotic Spotted Lesions 1 associates with cell death and 
defense responses in Arabidopsis thaliana. Plant Mol Biol 62, 29-42. 
Nurnberger, T., Brunner, F., Kemmerling, B., et Piater, L. (2004). Innate immunity in plants and animals: 
striking similarities and obvious differences. Immunol Rev 198, 249-266. 
Nürnberger, T., et Scheel, D. (2001). Signal transmission in the plant immune response. Trends Plant Sci 6, 
372-379. 
Obara, K., Kuriyama, H., et Fukuda, H. (2001). Direct evidence of active and rapid nuclear degradation 
triggered by vacuole rupture during programmed cell death in zinnia. Plant Physiol 125, 615-626. 
Ogawa, T., Pan, L., Kawai-Yamada, M., Yu, L.H., Yamamura, S., Koyama, T., Kitajima, S., Ohme-Takagi, 
M., Sato, F., et Uchimiya, H. (2005). Functional analysis of Arabidopsis ethylene-responsive element binding 
protein conferring resistance to Bax and abiotic stress-induced plant cell death. Plant Physiol 138, 1436-1445. 
Oku, M., Warnecke, D., Noda, T., Muller, F., Heinz, E., Mukaiyama, H., Kato, N., et Sakai, Y. (2003). 
Peroxisome degradation requires catalytically active sterol glucosyltransferase with a GRAM domain. Embo J 
22, 3231-3241. 
op den Camp, R.G., Przybyla, D., Ochsenbein, C., Laloi, C., Kim, C., Danon, A., Wagner, D., Hideg, E., 
Gobel, C., Feussner, I., Nater, M., et Apel, K. (2003). Rapid induction of distinct stress responses after the 
release of singlet oxygen in Arabidopsis. Plant Cell 15, 2320-2332. 
Ortega, X., et Perez, L.M. (2001). Participation of the phosphoinositide metabolism in the hypersensitive 
response of Citrus limon against Alternaria alternata. Biol Res 34, 43-50. 
Osbourn, A.E. (2003). Saponins in cereals. Phytochem. 62, 1-4. 
Overmyer, K., Brosche, M., et Kangasjarvi, J. (2003). Reactive oxygen species and hormonal control of cell 
death. Trends Plant Sci 8, 335-342. 
Overmyer, K., Tuominen, H., Kettunen, R., Betz, C., Langebartels, C., Sandermann, H., et Kangasjärvi, J. 
(2000). Ozone-sensitive Arabidopsis rcd1 mutant reveals opposite roles for ethylene and jasmonate signaling 
pathways in regulating superoxide-dependent cell death. Plant Cell 12, 1849-1862. 
Parker, J.E., Holub, E.B., Frost, L.N., Falk, A., Gunn, N.D., et Daniels, M.J. (1996). Characterization of eds1, 
a mutation in Arabidopsis suppressing resistance to Peronospora parasitica specified by several different 
RPP genes. Plant Cell 8, 2033-2046. 
Peitsch, M.C., Amiguet, P., Guy, R., Brunner, J., Maizel, J.V., Jr., et Tschopp, J. (1990). Localization and 
molecular modelling of the membrane-inserted domain of the ninth component of human complement and 
perforin. Mol Immunol 27, 589-602. 
Pennell, R.I., et Lamb, C. (1997). Programmed cell death in plants. Plant Cell 9, 1157-1168. 
Penninckx, I.A.M.A., Thomma, B.P.H.J., Buchala, A., Métraux, J.-P., et Broekaert, W.F. (1998). 
Concomitant activation of jasmonate and ethylene response pathways is required for induction of a plant 
defensin gene in Arabidopsis. Plant Cell 10, 2103-2113. 
Penninger, J.M., et Kroemer, G. (2003). Mitochondria, AIF and caspases--rivaling for cell death execution. Nat 
Cell Biol 5, 97-99. 
Perez, D., et White, E. (2000). TNF-alpha signals apoptosis through a bid-dependent conformational change in 
Bax that is inhibited by E1B 19K. Mol Cell 6, 53-63. 
 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 160
Petersen, M., Brodersen, P., Naested, H., Andreasson, E., Lindhart, U., Johansen, B., Nielsen, H.B., Lacy, 
M., Austin, M.J., Parker, J.E., Sharma, S.B., Klessig, D.F., Martienssen, R., Mattsson, O., Jensen, A.B., 
et Mundy, J. (2000). Arabidopsis map kinase 4 negatively regulates systemic acquired resistance. Cell 103, 
1111-1120. 
Pfannschmidt, T. (2003). Chloroplast redox signals: how photosynthesis controls its own genes. Trends Plant 
Sci 8, 33-41. 
Pieterse, C.M., van Wees, S.C., van Pelt, J.A., Knoester, M., Laan, R., Gerrits, H., Weisbeek, P.J., et van 
Loon, L.C. (1998). A novel signaling pathway controlling induced systemic resistance in Arabidopsis. Plant 
Cell 10, 1571-1580. 
Pilloff, R.K., Devadas, S.K., Enyedi, A., et Raina, R. (2002). The Arabidopsis gain-of-function mutant dll1 
spontaneously develops lesions mimicking cell death associated with disease. Plant J. 30, 61-70. 
Polverari, A., Molesini, B., Pezzotti, M., Buonaurio, R., Marte, M., et Delledonne, M. (2003). Nitric oxide-
mediated transcriptional changes in Arabidopsis thaliana. Mol Plant Microbe Interact 16, 1094-1105. 
Pontier, D., Balague, C., Bezombes-Marion, I., Tronchet, M., Deslandes, L., et Roby, D. (2001). 
Identification of a novel pathogen-responsive element in the promoter of the tobacco gene HSR203J, a 
molecular marker of the hypersensitive response. Plant J 26, 495-507. 
Prestridge, D.S. (1991). SIGNAL SCAN: a computer program that scans DNA sequences for eukaryotic 
transcriptional elements. Comput Appl Biosci 7, 203-206. 
Pruzinska, A., Tanner, G., Anders, I., Roca, M., et Hortensteiner, S. (2003). Chlorophyll breakdown: 
pheophorbide a oxygenase is a Rieske-type iron-sulfur protein, encoded by the accelerated cell death 1 gene. 
Proc Natl Acad Sci U S A 100, 15259-15264. 
Pugin, A., Frachisse, J.M., Tavernier, E., Bligny, R., Gout, E., Douce, R., et Guern, J. (1997). Early Events 
Induced by the Elicitor Cryptogein in Tobacco Cells: Involvement of a Plasma Membrane NADPH Oxidase 
and Activation of Glycolysis and the Pentose Phosphate Pathway. Plant Cell 9, 2077-2091. 
Purrington, C.B. (2000). Costs of resistance. Curr Opin Plant Biol 3, 305-308. 
Raffaele, S., Rivas, S., et Roby, D. (2006). An essential role for salicylic acid in AtMYB30-mediated control of 
the hypersensitive cell death program in Arabidopsis. FEBS Lett 580, 3498-3504. 
Rate, D.N., et Greenberg, J.T. (2001). The Arabidopsis aberrant growth and death2 mutant shows resistance 
to Pseudomonas syringae and reveals a role for NPR1 in suppressing hypersensitive cell death. Plant J. 27, 
203-211. 
Rate, D.N., Cuenca, J.V., Bowman, G.R., Guttman, D.S., et Greenberg, J.T. (1999). The gain-of-function 
arabidopsis acd6 mutant reveals novel regulation and function of the salicylic acid signaling pathway in 
controlling cell death, defenses, and cell growth. Plant Cell 11, 1695-1708. 
Rechsteiner, M., et Rogers, S.W. (1996). PEST sequences and regulation by proteolysis. Trends Biochem Sci 
21, 267-271. 
Reyes, J.C., Muro-Pastor, M.I., et Florencio, F.J. (2004). The GATA family of transcription factors in 
Arabidopsis and rice. Plant Physiol 134, 1718-1732. 
Ribeiro, E.A., Jr., Cunha, F.Q., Tamashiro, W.M., et Martins, I.S. (1999). Growth phase-dependent 
subcellular localization of nitric oxide synthase in maize cells. FEBS Lett 445, 283-286. 
Rich, T., Allen, R.L., et Wyllie, A.H. (2000). Defying death after DNA damage. Nature 407, 777-783. 
Ritter, C., et Dangl, J.L. (1996). Interference between two specific pathogen recognition events mediated by 
distinct plant disease resistance genes. Plant Cell 8, 251-257. 
Robatzek, S., et Somssich, I.E. (2002). Targets of AtWRKY6 regulation during plant senescence and 
pathogen defense. Genes Dev 16, 1139-1149. 
Rodriguez, J., et Lazebnik, Y. (1999). Caspase-9 and APAF-1 form an active holoenzyme. Genes Dev 13, 
3179-3184. 
Rogers, E.E., et Ausubel, F.M. (1997). Arabidopsis enhanced disease susceptibility mutants exhibit enhanced 
susceptibility to several bacterial pathogens and alterations in PR-1 gene expression. Plant Cell 9, 305-316. 
Rogers, S., Wells, R., et Rechsteiner, M. (1986). Amino acid sequences common to rapidly degraded 
proteins: the PEST hypothesis. Science 234, 364-368. 
Rojo, E., Martin, R., Carter, C., Zouhar, J., Pan, S., Plotnikova, J., Jin, H., Paneque, M., Sanchez-Serrano, 
J.J., Baker, B., Ausubel, F.M., et Raikhel, N.V. (2004). VPEgamma exhibits a caspase-like activity that 
contributes to defense against pathogens. Curr Biol 14, 1897-1906. 
Roman, G., Lubarsky, B., Kieber, J.J., Rothenberg, M., et Ecker, J.R. (1995). Genetic analysis of ethylene 
signal transduction in Arabidopsis thaliana: five novel mutant loci integrated into a stress response pathway. 
Genetics 139, 1393-1409. 
Romeis, T., Ludwig, A.A., Martin, R., et Jones, J.D. (2001). Calcium-dependent protein kinases play an 
essential role in a plant defence response. Embo J 20, 5556-5567. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 161
Romeis, T., Piedras, P., Zhang, Klessig, D.F., Hirt, H., et Jones, J.D.G. (1999). Rapid Avr9 and Cf9-
dependent activation of  MAP kinases in tobacco cell cultures and leaves. Convergence of resistance gene, 
elicitors, wound, and salicylate responses. Plant Cell 11, 273-288. 
Ross, A.F. (1961). Systemic acquired resistance induced by localized virus infections in plants. Virology 14, 
340-358. 
Rusterucci, C., Aviv, D.H., Holt, B.F., 3rd, Dangl, J.L., et Parker, J.E. (2001). The disease resistance 
signaling components EDS1 and PAD4 are essential regulators of the cell death pathway controlled by LSD1 
in Arabidopsis. Plant Cell 13, 2211-2224. 
Rustérucci, C., Montillet, J.L., Agnel, J.P., Battesti, C., Alonso, B., Knoll, A., J.J., B., Etienne, P., Suty, L., 
Blei, J.P., et Triantaplylidès, C. (1999). Involvement of Lipoxgenase-dependent Production of Fatty Acid 
Hydroperoxides in the Development of the Hypersensitive Cell Death induvced by Cryptogein on Tobacco 
Leaves. J. Biol. Chem. 274, 36446-36455. 
Ryals, A.J., Neuenschwander, U.H., Willits, M.G., Molina, A., Steiner, H., et Hunt, M.D. (1996). Systemic 
acquired resistance. Plant Cell 8, 1809-1819. 
Ryals, J., Weimann, C., Lawton, K., Friedrich, L., Ellis, D., Steiner, H.-Y., Johnson, J., Delaney, T.P., 
Jesse, T., Vos, P., et Uknes, S. (1997). The Arabidopsis NIM1 protein shows homology to the mammalian 
transcription factor inhibitor IkB. Plant Cell 9, 425-439. 
Sakai, H., Hua, J., Chen, Q.G., Chang, C., Medrano, L.J., Bleecker, A.B., et Meyerowitz, E.M. (1998). ETR2 
is an ETR1-like gene involved in ethylene signaling in Arabidopsis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5812-5817. 
Salvesen, G.S. (1999). Caspase 8: igniting the death machine. Structure 7, R225-229. 
Salvesen, G.S., et Dixit, V.M. (1999). Caspase activation: the induced-proximity model. Proc Natl Acad Sci U S 
A 96, 10964-10967. 
Scheel, D. (1998). Resistance response physiology and signal transduction. Current Op. in Plant Biol. 1, 305-
310. 
Schenk, P.M., Kazan, K., Wilson, I., Anderson, J.P., Richmond, T., Somerville, S.C., et Manners, J.M. 
(2000). Coordinated plant defense responses in Arabidopsis revealed by microarray analysis. Proc Natl Acad 
Sci USA 97, 11655-11660. 
Senda, K., et Ogawa, K. (2004). Induction of PR-1 accumulation accompanied by runaway cell death in the 
lsd1 mutant of Arabidopsis is dependent on glutathione levels but independent of the redox state of 
glutathione. Plant Cell Physiol 45, 1578-1585. 
Shah, J., Kachroo, P., et Klessig, D.F. (1999). The Arabidopsis ssi1 mutation restores pathogenesis-related 
gene expression in npr1 plants and renders defensin gene expression salicylic acid dependent. Plant Cell 11, 
191-206. 
Shah, J., Kachroo, P., Nandi, A., et Klessig, D.F. (2001). A recessive mutation in the Arabidopsis SSI2 gene 
confers SA- and NPR1- independent expression of PR genes and resistance against bacterial and oomycete 
pathogens. Plant J. 25, 563-574. 
Shikata, M., Matsuda, Y., Ando, K., Nishii, A., Takemura, M., Yokota, A., et Kohchi, T. (2004). 
Characterization of Arabidopsis ZIM, a member of a novel plant-specific GATA factor gene family. J Exp Bot 
55, 631-639. 
Shin, R., Park, C.J., An, J.M., et Paek, K.H. (2003). A novel TMV-induced hot pepper cell wall protein gene 
(CaTin2) is associated with virus-specific hypersensitive response pathway. Plant Mol Biol 51, 687-701. 
Shirahama-Noda, K., Yamamoto, A., Sugihara, K., Hashimoto, N., Asano, M., Nishimura, M., et Hara-
Nishimura, I. (2003). Biosynthetic processing of cathepsins and lysosomal degradation are abolished in 
asparaginyl endopeptidase-deficient mice. J Biol Chem 278, 33194-33199. 
Shirano, Y., Kachroo, P., Shah, J., et Klessig, D.F. (2002). A Gain-of-Function mutation in an Arabidopsis 
Toll Interleukin1 receptor-nucleotide binding site-leucine-rich repeat Type R gene triggers defense responses 
and results in enhanced disease resistance. Plant Cell 14, 3149-3162. 
Shirasu, K., et Schulze-Lefert, P. (2003). Complex formation, promiscuity and multi-functionality: protein 
interactions in disease-resistance pathways. Trends Plant Sci 8, 252-258. 
Shirasu, K., Nakajima, H., Rajasekhar, V.K., Dixon, R.A., et Lamb, C. (1997). Salicylic-acid potentiates an 
agonist-dependent gain control that amplifies pathogen signals in the activation of defense mechanisms. 
Plant Cell 9, 261-270. 
Shirasu, K., Lahaye, T., Tan, M.W., Zhou, F., Azevedo, C., et Schulze-Lefert, P. (1999). A novel class of 
eukaryotic zinc-binding proteins is required for disease resistance signaling in barley and development in C. 
elegans. Cell 99, 355-366. 
Shiu, S.H., et Bleecker, A.B. (2003). Expansion of the receptor-like kinase/Pelle gene family and receptor-like 
proteins in Arabidopsis. Plant Physiol 132, 530-543. 
Silva, H., Yoshioka, K., Dooner, H.K., et Klessig, D.F. (1999). Characterization of a new arabidopsis mutant 
exhibiting enhanced disease resistance. Mol. Plant-Microbe Interact. 12, 1053-1063. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 162
Simpson, S.D., Nakashima, K., Narusaka, Y., Seki, M., Shinozaki, K., et Yamaguchi-Shinozaki, K. (2003). 
Two different novel cis-acting elements of erd1, a clpA homologous Arabidopsis gene function in induction by 
dehydration stress and dark-induced senescence. Plant J 33, 259-270. 
Slaymaker, D.H., Navarre, D.A., Clark, D., del Pozo, O., Martin, G.B., et Klessig, D.F. (2002). The tobacco 
salicylic acid-binding protein 3 (SABP3) is the chloroplast carbonic anhydrase, which exhibits antioxidant 
activity and plays a role in the hypersensitive defense response. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 11640-11645. 
Sokolovski, S., et Blatt, M.R. (2004). Nitric oxide block of outward-rectifying K+ channels indicates direct 
control by protein nitrosylation in guard cells. Plant Physiol 136, 4275-4284. 
Solano, R., Stepanova, A., Chao, Q., et Ecker, J.R. (1998). Nuclear events in ethylene signaling: a 
transcriptinal cascade mediated by ETHYLENE-INSENSITIVE3 and ETHYLENE-RESPONSE-FACTOR1. 
Genes and Development 12, 3703-3714. 
Song, J.T., Lu, H., et Greenberg, J.T. (2004). Divergent roles in Arabidopsis thaliana development and 
defense of two homologous genes, aberrant growth and death2 and AGD2-LIKE DEFENSE RESPONSE 
PROTEIN1, encoding novel aminotransferases. Plant Cell 16, 353-366. 
Spoel, S.H., Koornneef, A., Claessens, S.M., Korzelius, J.P., Van Pelt, J.A., Mueller, M.J., Buchala, A.J., 
Metraux, J.P., Brown, R., Kazan, K., Van Loon, L.C., Dong, X., et Pieterse, C.M. (2003). NPR1 modulates 
cross-talk between salicylate- and jasmonate-dependent defense pathways through a novel function in the 
cytosol. Plant Cell 15, 760-770. 
Staswick, P.E., Su, W., et Howell, S.H. (1992). Methyl jasmonate inhibition of root growth and induction of a 
leaf protein are decreased in an Arabidopsis thaliana mutant. Proc Natl Acad Sci U S A 89, 6837-6840. 
Staswick, P.E., Yuen, G.E., et Lehman, C.C. (1998). Jasmonate signaling mutants of Arabidopsis are 
susceptible to the soil fungus Pythum irregulare. Plant J. 15, 747754. 
Staswick, P.E., Tiryaki, I., et Rowe, M.L. (2002). Jasmonate response locus JAR1 and several related 
Arabidopsis genes encode enzymes of the firefly luciferase superfamily that show activity on jasmonic, 
salicylic, and indole-3-acetic acids in an assay for adenylation. Plant Cell 14, 1405-1415. 
Strasser, A., O'Connor, L., et Dixit, V.M. (2000). Apoptosis signaling. Annu Rev Biochem 69, 217-245. 
Sugiyama, M., Ito, J., Aoyagi, S., et Fukuda, H. (2000). Endonucleases. Plant Mol Biol 44, 387-397. 
Suzuki, M., Youle, R.J., et Tjandra, N. (2000). Structure of Bax: coregulation of dimer formation and 
intracellular localization. Cell 103, 645-654. 
Szallies, A., Kubata, B.K., et Duszenko, M. (2002). A metacaspase of Trypanosoma brucei causes loss of 
respiration competence and clonal death in the yeast Saccharomyces cerevisiae. FEBS Lett 517, 144-150. 
Takahashi, A., Casais, C., Ichimura, K., et Shirasu, K. (2003). HSP90 interacts with RAR1 and SGT1 and is 
essential for RPS2-mediated disease resistance in Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci U S A 100, 11777-11782. 
Takahashi, A., Kawasaki, T., Henmi, K., Shii, K., Kodama, O., Satoh, H., et Shimamoto, K. (1999). Lesion 
mimics mutants of rice with alterations in early signalings events of defense. Plant J. 11, 993-1005. 
Talke, I.N., Blaudez, D., Maathuis, F.J., et Sanders, D. (2003). CNGCs: prime targets of plant cyclic 
nucleotide signalling? Trends Plant Sci 8, 286-293. 
Tameling, W.I., Elzinga, S.D., Darmin, P.S., Vossen, J.H., Takken, F.L., Haring, M.A., et Cornelissen, B.J. 
(2002). The tomato R gene products I-2 and MI-1 are functional ATP binding proteins with ATPase activity. 
Plant Cell 14, 2929-2939. 
Tampakaki, A.P., et Panopoulos, N.J. (2000). Elicitation of hypersensitive cell death by extracellularly 
targeted HrpZPsph produced in planta. Mol Plant Microbe Interact 13, 1366-1374. 
Tang, D., Christiansen, K.M., et Innes, R.W. (2005). Regulation of Plant Disease Resistance, Stress 
Responses, Cell Death, and Ethylene Signaling in Arabidopsis by the EDR1 Protein Kinase. Plant Physiol 
138, 1018-1026. 
Tang, X., Frederick, R.D., Zhou, J., Halterman, D.A., et Martin, G.B. (1996). Initiation of plant disease 
resistance by physical interaction of avrPto and Pto kinase. Science 274, 2060-2063. 
Tao, Y., Yuan, F., Leister, R.T., Ausubel, F.M., et Katagiri, F. (2000). Mutational analysis of the Arabidopsis 
nucleotide binding site-leucine-rich repeat resistance gene RPS2. Plant Cell 12, 2541-2554. 
Tao, Y., Xie, Z., Chen, W., Glazebrook, J., Chang, H.S., Han, B., Zhu, T., Zou, G., et Katagiri, F. (2003). 
Quantitative Nature of Arabidopsis Responses during Compatible and Incompatible Interactions with the 
Bacterial Pathogen Pseudomonas syringae. Plant Cell 15, 317-330. 
Teplitski, M., Robinson, J.B., et Bauer, W.D. (2000). Plants secrete substances that mimic bacterial N-acyl 
homoserine lactone signal activities and affect population density-dependent behaviors in associated 
bacteria. Mol Plant Microbe Interact 13, 637-648. 
Thines, B., Katsir, L., Melotto, M., Niu, Y., Mandaokar, A., Liu, G., Nomura, K., He, S.Y., Howe, G.A., et 
Browse, J. (2007). JAZ repressor proteins are targets of the SCF(COI1) complex during jasmonate 
signalling. Nature 448, 661-665. 
Thomas, H., Ougham, H.J., Wagstaff, C., et Stead, A.D. (2003). Defining senescence and death. J Exp Bot 
54, 1127-1132. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 163
Thomma, B.P., Eggermont, K., Tierens, K.F., et Broekaert, W.F. (1999). Requirement of functional ethylene-
insensitive 2 gene for efficient resistance of Arabidopsis to infection by Botrytis cinerea. Plant Physiol 121, 
1093-1102. 
Thomma, B.P., Penninckx, I.A., Broekaert, W.F., et Cammue, B.P. (2001). The complexity of disease 
signaling in Arabidopsis. Curr Opin Immunol 13, 63-68. 
Thomma, B.P.H.J., Eggermont, K., Penninckx, I.A.M.A., Mauch-Mani, B., Vogelsang, R., Cammue, B.P.A., 
et Broekaert, W.F. (1998). Separate jasmonate-dependent and salicylate-dependent defense-response 
pathways in Arabidopsis are essential for resistance to distinct microbial pathogens. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 95, 15107-15111. 
Torii, K.U. (2004). Leucine-rich repeat receptor kinases in plants: structure, function, and signal transduction 
pathways. Int Rev Cytol 234, 1-46. 
Tornero, P., Merritt, P., Sadanandom, A., Shirasu, K., Innes, R.W., et Dangl, J.L. (2002). RAR1 and NDR1 
contribute quantitatively to disease resistance in Arabidopsis, and their relative contributions are dependent 
on the R gene assayed. Plant Cell 14, 1005-1015. 
Torp, J., et Jorgensen, J.H. (1986). Modification of barley powdery mildew resistance gene Ml-a12 by induced 
mutation. Can. J. Genet. Cytol. 28, 725-731. 
Torres, M.A., Dangl, J.L., et Jones, J.D. (2002). Arabidopsis gp91phox homologues AtrbohD and AtrbohF are 
required for accumulation of reactive oxygen intermediates in the plant defense response. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 99, 517-522. 
Torres, M.A., Onouchi, H., Hamada, S., Machida, C., Hammond-Kosack, K.E., et Jones, J.D. (1998). Six 
Arabidopsis thaliana homologues of the human respiratory burst oxidase (gp91phox). Plant J 14, 365-370. 
Trujillo, M., Kogel, K.H., et Huckelhoven, R. (2004). Superoxide and hydrogen peroxide play different roles in 
the nonhost interaction of barley and wheat with inappropriate formae speciales of Blumeria graminis. Mol 
Plant Microbe Interact 17, 304-312. 
Trujillo, M., Altschmied, L., Schweizer, P., Kogel, K.H., et Huckelhoven, R. (2006). Respiratory burst 
oxidase homologue A of barley contributes to penetration by the powdery mildew fungus Blumeria graminis f. 
sp. hordei. J Exp Bot 57, 3781-3791. 
Truman, W., Bennett, M.H., Kubigsteltig, I., Turnbull, C., et Grant, M. (2007). Arabidopsis systemic immunity 
uses conserved defense signaling pathways and is mediated by jasmonates. Proc Natl Acad Sci U S A 104, 
1075-1080. 
Tsujita, K., Itoh, T., Ijuin, T., Yamamoto, A., Shisheva, A., Laporte, J., et Takenawa, T. (2004). Myotubularin 
regulates the function of the late endosome through the gram domain-phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate 
interaction. J Biol Chem 279, 13817-13824. 
Turner, S., Gallois, P., et Brown, D. (2007). Tracheary element differentiation. Annu Rev Plant Biol 58, 407-
433. 
Uren, A.G., O'Rourke, K., Aravind, L.A., Pisabarro, M.T., Seshagiri, S., Koonin, E.V., et Dixit, V.M. (2000). 
Identification of paracaspases and metacaspases: two ancient families of caspase-like proteins, one of which 
plays a key role in MALT lymphoma. Mol Cell 6, 961-967. 
Urquhart, W., Gunawardena, A.H., Moeder, W., Ali, R., Berkowitz, G.A., et Yoshioka, K. (2007). The 
chimeric cyclic nucleotide-gated ion channel ATCNGC11/12 constitutively induces programmed cell death in 
a Ca(2+) dependent manner. Plant Mol Biol. 
Vailleau, F., Daniel, X., Tronchet, M., Montillet, J.L., Triantaphylides, C., et Roby, D. (2002). A R2R3-MYB 
gene, AtMYB30, acts as a positive regulator of the hypersensitive cell death program in plants in response to 
pathogen attack. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 10179-10184. 
van den Honert, T. (1948). Water transport in plants as catenary process. Discussions of the Faraday Society 
3, 146-153. 
van der Graaff, E., Schwacke, R., Schneider, A., Desimone, M., Flugge, U.I., et Kunze, R. (2006). 
Transcription analysis of arabidopsis membrane transporters and hormone pathways during developmental 
and induced leaf senescence. Plant Physiol 141, 776-792. 
van der Hoorn, R.A., Wulff, B.B., Rivas, S., Durrant, M.C., van der Ploeg, A., de Wit, P.J., et Jones, J.D. 
(2005). Structure-function analysis of cf-9, a receptor-like protein with extracytoplasmic leucine-rich repeats. 
Plant Cell 17, 1000-1015. 
van Doorn, W.G. (2005). Plant programmed cell death and the point of no return. Trends Plant Sci 10, 478-
483. 
Van Loon, L.C., et Pennings, G.G.H. (1993). Involvement of ethylene in the induction of systemic acquired 
resistance in tobacco. In Mechanisms of plant defense responses, B. Fritig et M. Legrand, eds (Kluwer, 
Dordrecht, the Netherlands), pp. 156-159. 
van Loon, L.C., Rep, M., et Pieterse, C.M. (2006). Significance of inducible defense-related proteins in 
infected plants. Annu Rev Phytopathol 44, 135-162. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 164
van Wees, S.C., et Glazebrook, J. (2003). Loss of non-host resistance of Arabidopsis NahG to Pseudomonas 
syringae pv. phaseolicola is due to degradation products of salicylic acid. Plant J 33, 733-742. 
Varnier, A.L., Mazeyrat-Gourbeyre, F., Sangwan, R.S., et Clement, C. (2005). Programmed cell death 
progressively models the development of anther sporophytic tissues from the tapetum and is triggered in 
pollen grains during maturation. J Struct Biol 152, 118-128. 
Verberne, M.C., Verpoorte, R., Bol, J.F., Mercado-Blanco, J., et Linthorst, H.J. (2000). Overproduction of 
salicylic acid in plants by bacterial transgenes enhances pathogen resistance. Nat Biotechnol 18, 779-783. 
Vercammen, D., Belenghi, B., van de Cotte, B., Beunens, T., Gavigan, J.A., De Rycke, R., Brackenier, A., 
Inze, D., Harris, J.L., et Van Breusegem, F. (2006). Serpin1 of Arabidopsis thaliana is a suicide inhibitor for 
metacaspase 9. J Mol Biol 364, 625-636. 
Vernooij, B., Friedrich, L., Morse, A., Reist, R., Kolditz-Jawhar, R., Ward, E., Uknes, S., Kessmann, H., et 
Ryals, J. (1994). Salicylic acid is not the translocated signal responsible for inducing systemic acquired 
resistance but is required in signal tranduction. Plant Cell 6, 959-965. 
Volko, S.M., Boller, T., et Ausubel, F.M. (1998). Isolation of new Arabidopsis mutants with enhanced disease 
susceptibility to Pseudomonas syringae by direct screening. Genetics 149, 537-548. 
Vorwerk, S., Schiff, C., Santamaria, M., Koh, S., Nishimura, M., Vogel, J., Somerville, C., et Somerville, S. 
(2007). EDR2 negatively regulates salicylic acid-based defenses and cell death during powdery mildew 
infections of Arabidopsis thaliana. BMC Plant Biol 7, 35. 
Wang, G.L., Ruan, D.L., Song, W.Y., Sideris, S., Chen, L., Pi, L.Y., Zhang, S., Zhang, Z., Fauquet, C., Gaut, 
B.S., Whalen, M.C., et Ronald, P.C. (1998). Xa21D encodes a receptor-like molecule with a leucine-rich 
repeat domain that determines race-specific recognition and is subject to adaptive evolution. Plant Cell 10, 
765-779. 
Wang, K.L., Li, H., et Ecker, J.R. (2002). Ethylene biosynthesis and signaling networks. Plant Cell 14 Suppl, 
S131-S151. 
Wang, K.L., Yoshida, H., Lurin, C., et Ecker, J.R. (2004). Regulation of ethylene gas biosynthesis by the 
Arabidopsis ETO1 protein. Nature 428, 945-950. 
Ward, E.R., Uknes, S.J., Williams, S.C., Dincher, S.S., Wiederhold, D.L., Alexander, D.C., Ahl-Goy, P., 
Metraux, J.-P., et Ryals, J. (1991). Coordinate gene activity in response to agents that induce systemic 
acquired resistance. Plant Cell 3, 1085-1094. 
Watanabe, N., et Lam, E. (2005). Two Arabidopsis metacaspases AtMCP1b and AtMCP2b are arginine/lysine-
specific cysteine proteases and activate apoptosis-like cell death in yeast. J Biol Chem 280, 14691-14699. 
Watanabe, N., et Lam, E. (2006). Arabidopsis Bax inhibitor-1 functions as an attenuator of biotic and abiotic 
types of cell death. Plant J 45, 884-894. 
Watanabe, N., et Lam, E. (2007). BAX inhibitor-1 modulates endoplasmic reticulum stress-mediated 
programmed cell death in Arabidopsis. J Biol Chem. 
Weaver, L.M., Gan, S., Quirino, B., et Amasino, R.M. (1998). A comparison of the expression patterns of 
several senescence-associated genes in response to stress and hormone treatment. Plant Mol Biol 37, 455-
469. 
Weber, C.H., et Vincenz, C. (2001). The death domain superfamily: a tale of two interfaces? Trends Biochem 
Sci 26, 475-481. 
Wendehenne, D., Lamotte, O., Frachisse, J.M., Barbier-Brygoo, H., et Pugin, A. (2002). Nitrate efflux is an 
essential component of the cryptogein signaling pathway leading to defense responses and hypersensitive 
cell death in tobacco. Plant Cell 14, 1937-1951. 
Weymann, K., Hunt, M., Uknes, S., Neuenschwander, U., Lawton, K., Steiner, H.Y., et Ryals, J. (1995). 
Suppression and restauration of lesion formation in Arabidopsis lsd mutants. Plant Cell 7, 2013-2022. 
White, P.J., et Broadley, M.R. (2003). Calcium in plants. Ann Bot (Lond) 92, 487-511. 
Wildermuth, M.C., Dewdney, J., Wu, G., et Ausubel, F.M. (2001). Isochorismate synthase is required to 
synthesize salicylic acid for plant defence. Nature 414, 562-565. 
Williamson, V.M., et Kumar, A. (2006). Nematode resistance in plants: the battle underground. Trends Genet 
22, 396-403. 
Wojtaszek, P. (1997). Oxidative burst: an early plant response to pathogen infection. Biochem J 322 ( Pt 3), 
681-692. 
Wolter, M., Hollricher, K., et Schulze-Lefert, P. (1993). The mlo resistance alleles to powdery mildew 
infection in barley trigger a developmentally controlled defence mimic phenotype. Mol. Gen. Genet. 239, 122-
128. 
Woltering, E.J., van der Bent, A., et Hoeberichts, F.A. (2002). Do plant caspases exist? Plant Physiol 130, 
1764-1769. 
Wu, H.M., et Cheun, A.Y. (2000). Programmed cell death in plant reproduction. Plant Mol Biol 44, 267-281. 
Wubben, M.J., 2nd, Rodermel, S.R., et Baum, T.J. (2004). Mutation of a UDP-glucose-4-epimerase alters 
nematode susceptibility and ethylene responses in Arabidopsis roots. Plant J 40, 712-724. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 165
Xiao, F., Tang, X., et Zhou, J.M. (2001a). Expression of 35S::Pto globally activates defense-related genes in 
tomato plants. Plant Physiol 126, 1637-1645. 
Xiao, S., Brown, S., Patrick, E., Brearley, C., et Turner, J.G. (2003). Enhanced transcription of the 
Arabidopsis disease resistance genes RPW8.1 and RPW8.2 via a salicylic acid-dependent amplification 
circuit is required for hypersensitive cell death. Plant Cell 15, 33-45. 
Xiao, S., Ellwood, S., Calis, O., Patrick, E., Li, T., Coleman, M., et Turner, J.G. (2001b). Broad-spectrum 
mildew resistance in Arabidopsis thaliana mediated by RPW8. Science 291, 118-120. 
Xie, D.X., Feys, B.F., James, S., Nieto-Rostro, M., et Turner, J.G. (1998). COI1: an Arabidopsis gene 
required for jasmonate-regulated defense and fertility. Science 280, 1091-1094. 
Xie, Z., Allen, E., Wilken, A., et Carrington, J.C. (2005). DICER-LIKE 4 functions in trans-acting small 
interfering RNA biogenesis and vegetative phase change in Arabidopsis thaliana. Proc Natl Acad Sci U S A 
102, 12984-12989. 
Xing, T., Wang, X.J., Malik, K., et Miki, B.L. (2001). Ectopic expression of an Arabidopsis calmodulin-like 
domain protein kinase-enhanced NADPH oxidase activity and oxidative burst in tomato protoplasts. Mol Plant 
Microbe Interact 14, 1261-1264. 
Xu, H., et Heath, M.C. (1998). Role of calcium in signal transduction during the hypersensitive response 
caused by basidiospore-derived infection of the cowpea rust fungus. Plant Cell 10, 585-598. 
Xu, L., Liu, F., Lechner, E., Genschik, P., Crosby, W.L., Ma, H., Peng, W., Huang, D., et Xie, D. (2002). The 
SCF(COI1) ubiquitin-ligase complexes are required for jasmonate response in Arabidopsis. Plant Cell 14, 
1919-1935. 
Yamashita, S., Oku, M., Wasada, Y., Ano, Y., et Sakai, Y. (2006). PI4P-signaling pathway for the synthesis of 
a nascent membrane structure in selective autophagy. J Cell Biol 173, 709-717. 
Yang, H., Yang, S., Li, Y., et Hua, J. (2007). The Arabidopsis BAP1 and BAP2 genes are general inhibitors of 
programmed cell death. Plant Physiol 145, 135-146. 
Yang, S., et Hua, J. (2004). A haplotype-specific Resistance gene regulated by BONZAI1 mediates 
temperature-dependent growth control in Arabidopsis. Plant Cell 16, 1060-1071. 
Yang, S., Yang, H., Grisafi, P., Sanchatjate, S., Fink, G.R., Sun, Q., et Hua, J. (2006). The BON/CPN gene 
family represses cell death and promotes cell growth in Arabidopsis. Plant J 45, 166-179. 
Yoshioka, H., Numata, N., Nakajima, K., Katou, S., Kawakita, K., Rowland, O., Jones, J.D., et Doke, N. 
(2003). Nicotiana benthamiana gp91phox homologs NbrbohA and NbrbohB participate in H2O2 accumulation 
and resistance to Phytophthora infestans. Plant Cell 15, 706-718. 
Yoshioka, K., Kachroo, P., Tsui, F., Sharma, S.B., Shah, J., et Klessig, D.F. (2001). Environmentally 
sensitive, SA-dependent defense responses in the cpr22 mutant of Arabidopsis. Plant J. 26, 447-459. 
Yoshioka, K., Moeder, W., Kang, H.G., Kachroo, P., Masmoudi, K., Berkowitz, G., et Klessig, D.F. (2006). 
The chimeric Arabidopsis CYCLIC NUCLEOTIDE-GATED ION CHANNEL11/12 activates multiple pathogen 
resistance responses. Plant Cell 18, 747-763. 
Young, T.E., et Gallie, D.R. (2000). Regulation of programmed cell death in maize endosperm by abscisic acid. 
Plant. Mol. Biol. 42, 397-414. 
Yu, I.-C., Parker, J., et Bent, A.F. (1998). Gene-for-gene disease resistance without the hypersensitive 
response in Arabidopsis dnd1 mutant. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 7819-7824. 
Yu, I.-C., Fengler, K.A., J., C.S., et Bent, A.F. (2000). Identification of arabidopsis mutants exhibiting an 
altered hypersensitive response in gene-for-gene disease resistance. Mol. Plant-Microbe Interact. 13, 277-
286. 
Yu, J., Wang, J., Lin, W., Li, S., Li, H., Zhou, J., Ni, P., Dong, W., Hu, S., Zeng, C., Zhang, J., Zhang, Y., Li, 
R., Xu, Z., Li, X., Zheng, H., Cong, L., Lin, L., Yin, J., Geng, J., Li, G., Shi, J., Liu, J., Lv, H., Li, J., Deng, 
Y., Ran, L., Shi, X., Wang, X., Wu, Q., Li, C., Ren, X., Li, D., Liu, D., Zhang, X., Ji, Z., Zhao, W., Sun, Y., 
Zhang, Z., Bao, J., Han, Y., Dong, L., Ji, J., Chen, P., Wu, S., Xiao, Y., Bu, D., Tan, J., Yang, L., Ye, C., 
Xu, J., Zhou, Y., Yu, Y., Zhang, B., Zhuang, S., Wei, H., Liu, B., Lei, M., Yu, H., Li, Y., Xu, H., Wei, S., He, 
X., Fang, L., Huang, X., Su, Z., Tong, W., Tong, Z., Ye, J., Wang, L., Lei, T., Chen, C., Chen, H., Huang, 
H., Zhang, F., Li, N., Zhao, C., Huang, Y., Li, L., Xi, Y., Qi, Q., Li, W., Hu, W., Tian, X., Jiao, Y., Liang, X., 
Jin, J., Gao, L., Zheng, W., Hao, B., Liu, S., Wang, W., Yuan, L., Cao, M., McDermott, J., Samudrala, R., 
Wong, G.K., et Yang, H. (2005). The Genomes of Oryza sativa: a history of duplications. PLoS Biol 3, e38. 
Yu, L., et Lenardo, M.J. (2003). Immunology. The paracaspase connection. Science 302, 1515-1516. 
Yuasa, T., Ichimura, K., Mizoguchi, T., et Shinozaki, K. (2001). Oxidative stress activates ATMPK6, an 
Arabidopsis homologue of MAP kinase. Plant Cell Physiol 42, 1012-1016. 
Zeidler, D., Zahringer, U., Gerber, I., Dubery, I., Hartung, T., Bors, W., Hutzler, P., et Durner, J. (2004). 
Innate immunity in Arabidopsis thaliana: lipopolysaccharides activate nitric oxide synthase (NOS) and induce 
defense genes. Proc Natl Acad Sci U S A 101, 15811-15816. 
Zeng, L.R., Vega-Sanchez, M.E., Zhu, T., et Wang, G.L. (2006). Ubiquitination-mediated protein degradation 
and modification: an emerging theme in plant-microbe interactions. Cell Res 16, 413-426. 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
 166
Zhang, C., Czymmek, K.J., et Shapiro, A.D. (2003). Nitric oxide does not trigger early programmed cell death 
events but may contribute to cell-to-cell signaling governing progression of the Arabidopsis hypersensitive 
response. Mol Plant Microbe Interact 16, 962-972. 
Zhang, L.H. (2003). Quorum quenching and proactive host defense. Trends Plant Sci 8, 238-244. 
Zhang, Y., Fan, W., Kinkema, M., Li, X., et Dong, X. (1999). Interaction of NPR1 with basic leucine zipper 
protein transcription factors that bind sequences required for salicylic acid induction of the PR-1 gene. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 96, 6523-6528. 
Zhao, M.G., Tian, Q.Y., et Zhang, W.H. (2007). Nitric oxide synthase-dependent nitric oxide production is 
associated with salt tolerance in Arabidopsis. Plant Physiol 144, 206-217. 
Zhou, N., Tootle, T.L., Tsui, F., Klessig, D.F., et Glazebrook, J. (1998). PAD4 functions upstream from 
salicylic acid to control defense responses in Arabidopsis. Plant Cell 10, 1021-1030. 
Zhu, Q., Dabi, T., et Lamb, C. (1995). TATA box and initiator functions in the accurate transcription of a plant 
minimal promoter in vitro. Plant Cell 7, 1681-1689. 
Zimmermann, P., Hirsch-Hoffmann, M., Hennig, L., et Gruissem, W. (2004a). GENEVESTIGATOR. 
Arabidopsis microarray database and analysis toolbox. Plant Physiol 136, 2621-2632. 
Zimmermann, U., Schneider, H., Wegner, L., et HAase, A. (2004b). Water ascent in tall stress : does 
evolution of land plants rely on a highly metastable state ? New Phytologist 162, 575-615. 
Zipfel, C., et Felix, G. (2005). Plants and animals: a different taste for microbes? Curr Opin Plant Biol 8, 353-
360. 
Zipfel, C., Robatzek, S., Navarro, L., Oakeley, E.J., Jones, J.D., Felix, G., et Boller, T. (2004). Bacterial 
disease resistance in Arabidopsis through flagellin perception. Nature 428, 764-767. 
Zou, J., Rodriguez-Zas, S., Aldea, M., Li, M., Zhu, J., Gonzalez, D.O., Vodkin, L.O., DeLucia, E., et Clough, 
S.J. (2005). Expression profiling soybean response to Pseudomonas syringae reveals new defense-related 
genes and rapid HR-specific downregulation of photosynthesis. Mol Plant Microbe Interact 18, 1161-1174. 
 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 

Author: Olivier BOUCHEZ 
 
PhD supervisor: Claudine BALAGUE 
 
Title: VAD1, a putative regulator of the hypersensitive cell death in Arabidopsis thaliana. 
Functional analysis and search for new components of the cell death programs associated with 
VAD1. 
 
Summary 
The hypersensitive response (HR) is a form of programmed cell death that is commonly 
associated with disease resistance to pathogens, characterized by a rapid and localized cell death 
occurring at the inoculation site. The vad1 mutant (for Vascular Associated Death) is an 
Arabidopsis “Lesion Mimic” Mutant that exhibits HR-like propagative lesions along the vascular 
system. High expression of defense-related marker genes and increased resistance against 
different virulent and avirulent pathogens accompany lesion formation. Genetics studies involving 
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of vad1 induces an acceleration of lesion formation. In addition, VAD1 expression is positively 
regulated by ethylene. Taken together, these results demonstrate that VAD1 acts as a negative 
regulator of the HR cell death.  
A functional study of VAD1 was then performed. VAD1 overexpression induces a delay in lesion 
appearance and defense transcript accumulation in Nicotiana benthamiana and in Arabidopsis 
plants, confirming that VAD1 acts as a negative regulator of HR and resistance. Moreover, VAD1 
cellular localisation was also studied and revealed a possible localisation in stomata. VAD1 
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reticulum or the nucleus, although not yet experimentally validated. 
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Résumé 
La réponse hypersensible (HR pour Hypersensitive Response) est une réaction de défense de 
la plante en réponse à une invasion par un agent pathogène. Elle est caractérisée par une mort 
cellulaire rapide et localisée au site d’inoculation et résulte de l’activation de programmes 
génétiques. Le mutant vad1 (pour Vascular-Associated Death) est un mutant d’Arabidopsis 
thaliana présentant spontanément des lésions de type HR qui se propagent spécifiquement le long 
des tissus vasculaires. Il présente une accumulation des transcrits de gènes marqueurs de 
défense et une augmentation de la résistance vis à vis de différents agents pathogènes. Des 
études génétiques réalisées sur le mutant vad1 démontrent que les composantes des voies de 
signalisation précoce conduisant à la HR et à la résistance sont partiellement nécessaires aux 
phénotypes conférés par la mutation vad1, et les composantes de la voie de signalisation de 
l’acide salicylique sont nécessaires aux phénotypes conférés par la mutation vad1.  
L’implication des voies de l’éthylène et des jasmonates sur les phénotypes de vad1 a été 
étudiée par des croisements entre vad1 et les mutants ein2, ein3, ein4, eto2, ctr1, jar1 et une 
lignée surexprimant le facteur de transcription ERF1. Les résultats montrent que la voie de 
l’éthylène est impliquée dans la régulation positive et les jasmonates dans la régulation négative 
des phénotypes conférés par la mutation vad1. En accord avec ces données, des traitements 
réalisés avec l’éthylène accélèrent l’apparition des lésions chez le mutant vad1. En outre, des 
études d’expression révèlent que l’expression de VAD1 est régulée par l’éthylène. L’ensemble des 
résultats obtenus démontre que VAD1 exerce un rôle de régulateur négatif de la HR et des voies 
de signalisation conduisant à la HR et à la résistance. 
L’analyse de la fonction de la protéine VAD1, qui contient un domaine GRAM, domaine putatif 
d’interaction protéines-protéines ou protéines-lipides, un domaine transmembranaire et un 
domaine coil-coiled, révèle que la surexpression du gène correspondant induit un ralentissement 
de l’apparition des lésions HR et de l’accumulation de transcrits du gène marqueur de défense PR-
1 après inoculation, en expression transitoire chez Nicotiana benthamiana et dans des lignées 
stables d’Arabidopsis. Ces données suggèrent que VAD1 agit comme un régulateur négatif de la 
HR et de la résistance. De plus, des études de localisation subcellulaire montrent que VAD1 
pourrait être localisée au niveau des stomates. Cependant, l’identité des compartiments cellulaires 
contenant VAD1 n’a pas pu être déterminée mais des analyses in silico semblent indiquer que 
VAD1 pourrait être localisée au niveau de différentes membranes comme celles des chloroplastes, 
du réticulum endoplasmique ou encore le noyau. 
Le mutant vad1 a également servi de point de départ pour la recherche d’autres composantes 
des programmes de mort cellulaire. Dans ce but, une mutagénèse EMS effectuée sur le mutant 
vad1 a permis d’identifier des mutations suppresseurs du phénotype vad1. Trente et un mutants 
ont été identifiés et regroupés en quatre grandes classes, et l’analyse de certains d’entre eux a été 
entreprise. 
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